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La  ribonucleasa T1 es  la proteína más  representativa y mejor  conocida de  toda una gran 




un  único  enlace  fosfodiéster  localizado  en  una  secuencia  universalmente  conservada  dentro  del 





diferentes  versiones mutantes  de  estas  ribotoxinas  se  ha  conseguido  dilucidar  en  gran  parte  su 
mecanismo  citotóxico  a  nivel  molecular.  Haciendo  uso  de  su  toxicidad,  las  ribotoxinas  se  han 
utilizado en  la  construcción de  inmunotoxinas. Por otra parte,  se ha demostrado que Asp f 1, una 
ribotoxina producida por Aspergillus  fumigatus, es uno de  los principales alérgenos  implicados en 






Las  ribotoxinas  son  una  familia  de  ribonucleasas  (RNasas)  fúngicas,  extracelulares  y 
citotóxicas, que ejercen su actividad ribonucleolítica sobre la mayor molécula de RNA del ribosoma, 
provocando  la  inhibición de  la biosíntesis de proteínas y  la muerte celular por apoptosis (Gasset et 
al., 1994; Kao et al., 2001; Martínez‐Ruiz et al., 2001). Varios estudios han propuesto que existe una 
relación entre  su  localización en  la  superficie de  los  conidióforos  fúngicos  y  la maduración de  los 
conidios, lo que sugiere que su producción podría estar relacionada con una función defensiva para 
los hongos  a  la hora de  reproducirse  (Brandhorst  y Kenealy, 1992;  Yang  y Kenealy, 1992a,b).  Las 




El hongo fue  identificado como Aspergillus giganteus MDH18894  (Figura 1a), y se demostró que  la 
molécula responsable del efecto era una proteína, que se denominó α‐sarcina  (Figura 1b) (Olson y 
Goerner,  1965).  Más  tarde  se  observó  que  dos  proteínas  antitumorales  más,  restrictocina  y 










et al., 1992). El enlace que rompen  las ribotoxinas es especialmente  interesante por su  localización 
en el lazo sarcina/ricina (SRL), una región evolutivamente conservada con papeles importantes en la 
funcionalidad  del  ribosoma,  pues  parece  estar  relacionada  con  la  unión  de  aminoacil‐tRNA 






especialmente  activas  sobre  células  transformadas  o  infectadas  por  virus  (Olson  et  al.,  1965; 
Fernández‐Puentes  y  Carrasco,  1980;  Olmo  et  al.,  2001).  Esta  diferencia  se  ha  explicado  por  la 
permeabilidad alterada de estas células  junto con  la habilidad de  las ribotoxinas para  interaccionar 













2008b)  y  sólo muestra  alrededor  de  un  25%  de  identidad  de  secuencia  con  los miembros  de  la 
familia descritos anteriormente  (Boucias et al., 1998; Martínez‐Ruiz et al., 1999a; Herrero‐Galán et 
al.,  2008b).  Según  esto,  parece  que  la  presencia  de  las  ribotoxinas  entre  los  hongos  está más 
extendida  de  lo  que  inicialmente  se  consideró  (Martínez‐Ruiz  et  al.,  1999b).  Por  ejemplo,  se  ha 
descrito que una RNasa  específica purificada de  las  semillas maduras de una  cupresácea oriental 
(Biota orientalis)  también  rompe un único enlace  fosfodiéster del  rRNA 28S en  ribosomas de  rata, 
pero en una región distinta al SRL, aunque cercana a ella espacialmente (Xu et al., 2004). 
El género Aspergillus comprende un grupo complejo y ubicuo de hongos filamentosos con 




genómico  comparativo,  incluyendo  dos  especies más,  Aspergillus  fumigatus  y  Aspergillus  oryzae 
(Machida  et al., 2005; Nierman  et al., 2005). Aspergillus nidulans no produce ninguna  ribotoxina, 
mientras  que  A.  fumigatus,  un  patógeno  importante  de  humanos,  produce  Asp  f  1,  una  de  las 
ribotoxinas mejor conocidas (Moser et al., 1992). Aspergillus oryzae (Machida et al., 2005) se utiliza 
en la producción de sake, miso y salsa de soja, y también de RNasa T1 (Sato y Egami, 1957), una de 
las  proteínas más  exhaustivamente  caracterizadas.  La  RNasa  T1  es  de  hecho  el miembro mejor 
conocido de la familia de RNasas extracelulares fúngicas (Yoshida, 2001; Loverix y Steyaert, 2001), un 
grupo que, obviamente, incluye a las ribotoxinas. Todas ellas muestran un elevado grado de similitud 











las  ribotoxinas desde un punto de  vista  filogenético  (Sacco  et al., 1983; Martínez del Pozo  et al., 
1988; Martínez‐Ruiz et al., 1999a,b,2001). La RNasa U2 es una proteína pequeña y extremadamente 
ácida que muestra una fuerte preferencia por el enlace fosfodiéster en posición 3’ de nucleótidos de 
purina  (Rushizky  et  al.,  1970; Uchida  et  al.,  1970),  algo  bastante  inusual  en  el  grupo  de  RNasas 
microbianas.  La  RNasa  T1, por  ejemplo,  presenta una  especificidad  estricta  por  el  grupo  guanilo. 
Ambas  enzimas  también difieren  en  sus  valores de pH óptimo, que  es  ácido para  la RNasa U2  y 






la  inserción de pequeños dominios de  reconocimiento que  la habrían  llevado hacia  sustratos más 
específicos. Esto hace muy interesante el estudio de la evolución y el mecanismo de específicos. Esto 
hace muy  interesante el estudio de  la evolución y el mecanismo de acción de  las ribotoxinas, pues 
parecen  ser  toxinas  diseñadas  con  un  objetivo,  evolucionadas  a  partir  de  las  otras  RNasas 
microbianas no tóxicas para entrar en las células e inactivar específicamente los ribosomas (Lamy et 
al., 1992; Kao y Davies, 1995). Identificar las características estructurales que han permitido a estas 
proteínas  llegar a  ser  toxinas  tan eficientes podría  ser un paso decisivo hacia  la utilización de  las 
ribotoxinas, nativas o modificadas, como armas contra distintas patologías humanas. 
Se ha  especulado durante mucho  tiempo  sobre  el mecanismo desarrollado por  el hongo 
productor para superar la toxicidad de las ribotoxinas, pues sus propios ribosomas son susceptibles 
de  ser  atacados  (Miller  y Bodley, 1988). No hay evidencias de que  se produzca  simultáneamente 
ninguna  antitoxina  o  proteína  inhibidora  que  pueda  bloquear  la  actividad  citotóxica  antes  de  su 
secreción  al  medio  extracelular  (Martínez‐Ruiz  et  al.,  1998b)  como  ocurre  con  algunas  toxinas 
ribonucleolíticas bacterianas (Muñoz‐Gómez et al., 2005; Condon, 2006; Kamphuis et al., 2006; Luna‐
Chávez  et  al.,  2006).  Las  ribotoxinas  son  sintetizadas  como  precursores  que  maduran  en 
compartimentos de membrana celular (Endo et al., 1993a,b). Además, la caracterización de la pro‐α‐
sarcina, producida por Pichia pastoris, reveló que es ribonucleolíticamente activa  (Martínez‐Ruiz et 
al.,  1998).  En  consecuencia,  los  datos  acumulados  hasta  ahora  sugieren  que  la  protección  de  las 
células  productoras  frente  a  los  efectos  tóxicos  de  las  ribotoxinas  se  basa  en  un  reconocimiento 






HtA) y de  las RNasas T1 y U2. Los residuos de cisteína de  las ribotoxinas se  indican en azul y  los tres 
residuos  catalíticos  de  todas  las  proteínas  en  rojo.  También  se  muestran  las  estructuras 
tridimensionales de la α‐sarcina, la restrictocina y las RNasas T1 y U2. Las estructuras tridimensionales 
de  las  proteínas  se  ajustaron  con  las  coordenadas  atómicas  de  los  residuos  del  centro  activo  (α‐
sarcina: 48, 50, 96, 121, 137, 145; restrictocina: 47, 49, 95, 120, 136, 144; RNasa T1: 38, 40, 66, 77, 92, 
100; RNasa U2: 39, 41, 62, 85, 101, 110) y con los puentes disulfuro comunes a las cuatro proteínas (α‐





Las  proteínas  inactivadoras  del  ribosoma  (RIPs)  son  otro  grupo  de  proteínas  tóxicas 




(Nielsen  y Boston, 2001; Peumans  et al., 2001) prefieren que el nombre RIP  se  restrinja  a  las N‐
glicosidasas de plantas, representadas por la ricina, que despurinan un nucleótido contiguo al enlace 
fosfodiéster  que  hidrolizan  las  ribotoxinas  (Endo  et  al.,  1987;  Endo  y  Tsurugi,  1987).  Por  estas 
razones,  la  secuencia  conservada  del  rRNA  diana  de  las  ribotoxinas  y  las  RIPs  se  conoce 
universalmente como lazo sarcina/ricina, o SRL (Figura 3). 
En el genoma de muchos procariotas aparecen codificadas tanto una toxina estable como 
una  antitoxina  lábil  bajo  el  control  de  un  operón  simple.  Estos  sistemas  toxina‐antitoxina  (TA) 
constituyen otra interesante familia de endo‐RNasas tóxicas (Christensen et al., 2003; Muñoz‐Gómez 
et  al.,  2005;  Condon,  2006;  Kamphuis  et  al.,  2006;  Luna‐Chávez  et  al.,  2006).  Normalmente  la 
antitoxina  se  sintetiza  en  cantidades  equimoleculares  a  la  toxina,  y  así  se  inhibe  la  acción 
ribonucleolítica,  pero  cuando  las  células  se  encuentran  bajo  algunas  condiciones  de  estrés,  la 
antitoxina se inactiva y la acción de la toxina provoca una parada del crecimiento celular en espera 
de condiciones más  favorables. La diana de estas proteínas no está del  todo establecida, pero  los 
datos publicados hasta ahora apuntan al mRNA como mejor candidato. No puede descartarse, en 





de  rata o de Escherichia coli  (entre paréntesis). Las  ribotoxinas  rompen el enlace en el  lado 3’ de  la 
G4325 (2661) (verde oscuro). La ricina despurina la A4324 (2660) (verde oscuro). La G prominente es la 





cambio,  que  el  ribosoma  o, más  probablemente,  el  complejo  translacional,  ejerza  algún  tipo  de 






no  producen  ribotoxinas,  que  sus  toxinas  utilizan  un  par  de  cadenas  laterales  de  aminoácidos 
diferentes  para  la  catálisis  ácido‐base,  y  que  hasta  ahora  no  se  ha  descrito  la  producción  de 







1985; Arruda  et  al.,  1990; Wirth  et  al.,  1997; Martínez‐Ruiz  et  al.,  1999a,b)  comprobándose  que 






ribotoxinas  estudiadas  a  ese nivel,  la  restrictocina  (Yang  y Moffat, 1996;  Yang  et al., 2001),  la  α‐
sarcina (Pérez‐Cañadillas et al., 2000,2002; García‐Mayoral et al., 2005a,b) y la hirsutelina (Viegas et 
al., 2009). La resonancia magnética nuclear (RMN) y otras técnicas han permitido además construir 








fuera de  la  cavidad  (Figura 4). Por otra parte,  los  residuos 1‐26  forman una gran horquilla  β que 
puede  considerarse  como  dos  pequeñas  subhorquillas  β  consecutivas  conectadas  por  una  región 




Esta última parte de  la horquilla  amino  terminal  sobresale de  la  estructura, quedando  como una 
protuberancia muy expuesta al disolvente, un detalle que es  importante para su  función, como se 
explica más  adelante.  Los  demás  tramos  de  su  secuencia  forman  largos  bucles  que  conectan  los 
elementos de estructura secundaria (Figura 1). A pesar del carácter expuesto de esos bucles y de su 
falta de estructura  secundaria ordenada,  su  conformación está bien definida, manteniéndose por 
redes  de  interacciones  entre  átomos  de  un mismo  o  de  distinto  bucle,  que  incluyen  enlaces  de 
hidrógeno, interacciones hidrofóbicas y puentes salinos (Yang y Moffat, 1996; Pérez‐Cañadillas et al., 
2000). Desde un punto de vista dinámico,  las medidas de RMN han mostrado que  la  α‐sarcina  se 
comporta  como un  rotor  con  simetría axial de  tipo prolato, y que está  compuesta por un núcleo 
hidrofóbico  rígido  y  algunos  segmentos  expuestos,  principalmente  los  bucles,  que  experimentan 
movimientos  internos rápidos (de picosegundos a nanosegundos) (Pérez‐Cañadillas et al., 2002). La 
α‐sarcina  y  la  restrictocina  muestran  estructuras  prácticamente  idénticas  (Figura  2),  pero  se 
observan algunas pequeñas diferencias concernientes a los largos bucles de estructura aperiódica y 
especialmente a la horquilla β arriba mencionada, una región cuya gran movilidad (Pérez‐Cañadillas 
















catalíticos  implicados  directamente  en  el  mecanismo  de  corte  general  ácido‐base.  También  se 






de  las estructuras  tridimensionales de  la  α‐sarcina y  la  restrictocina  con  la de  las RNasas T1 y U2 
revela que las cuatro proteínas comparten idénticos elementos de estructura secundaria ordenada, 
así como  la disposición de  los residuos  implicados en el centro activo, a pesar de  las diferencias en 




Cañadillas  et al., 2000; Martínez‐Ruiz  et al., 2001).  Las diferencias estructurales más  significativas 
entre  ellas  están,  de  nuevo,  relacionadas  tanto  con  la  presencia  de  una  gran  horquilla  β  amino‐
terminal en las ribotoxinas como con las diferencias de longitud y carga de sus bucles de estructura 
aperiódica (Figuras 2 y 4). 
El bucle 2 de  la α‐sarcina  (de  la Thr 53 a  la Tyr 93)  (Figura 2), con una conformación bien 
definida, merece una mención  especial por  sus  implicaciones  funcionales  (Pérez‐Cañadillas  et  al., 
2000). Es altamente móvil, rico en glicocolas y residuos cargados positivamente, y está muy expuesto 
al  disolvente.  En  este  bucle,  la  secuencia  comprendida  entre  los  residuos  52  y  54  se  encuentra 
inmovilizada en el armazón molecular (Pérez‐Cañadillas et al., 2002). La Asn 54 de esa secuencia es 
un  residuo  conservado  entre  las  RNasas  extracelulares  fúngicas  (Mancheño  et  al.,  1995a)  que 
establece un enlace de hidrógeno entre el protón de su cadena lateral amida y el grupo carbonilo de 
la  Ile 69,  siendo esos protones muy  resistentes  al  intercambio  con el disolvente. Esta  interacción 
también está conservada en el resto de RNasas de la familia de la T1 (Sevcik et al., 1991; Pfeiffer et 
al., 1997, Hebert et al., 1998). Modelos de ajuste (docking) de la α‐sarcina con el ribosoma también 
sugieren  que  el  segmento  formado  por  los  residuos  51  a  55  de  la  proteína  (Figura  2)  podría 








esa  horquilla,  denominado  α‐sarcina  Δ(7‐22)  (García‐Ortega  et  al.,  2002),  mantiene  la  misma 
conformación que  la proteína silvestre, como se comprobó  tras su caracterización espectroscópica 
(García‐Ortega  et  al.,  2002)  y  la  determinación de  su  estructura  tridimensional  en disolución por 
RMN (García‐Mayoral et al., 2004). Modelos predictivos in silico y análisis enzimáticos han revelado 





La  α‐sarcina  es  una  proteína  muy  cargada,  con  un  punto  isoeléctrico  elevado.  El  gran 
contenido en residuos cargados positivamente posiblemente es un requisito necesario no sólo para 
el  reconocimiento  y  unión  a  su  diana, muy  cargada  negativamente,  el  rRNA,  sino  también  a  las 
membranas celulares. Además, contiene ocho residuos de tirosina y dos de triptófano, que han sido 
estudiados  espectroscópicamente.  Inicialmente,  usando medidas  de  absorbancia  UV,  emisión  de 
fluorescencia  y  dicroísmo  circular  (CD),  se  describieron  cinco  transiciones  conformacionales 
inducidas por pH, correspondientes a valores de pKa de 2.5, 4.5, 8.0, 10.2 y 11.4 (Martínez del Pozo 
et al., 1988).  Los dos últimos  (10.2 y 11.4) corresponden a dos poblaciones diferentes de Tyr  con 
distinta accesibilidad al disolvente. La transición a pH 8.0 se asignó al grupo amino en posición α del 
residuo amino terminal; los residuos de Asp y Glu se desprotonan a pH 4.5; y los valores de pKa de 
2.5  y  10.2  se  consideraron  transiciones  de  desnaturalización.  Esta  caracterización  adquirió 
posteriormente mucho mayor  detalle,  cuando  los  valores  de  pKa  de  todos  los  residuos  de  ácido 
aspártico,  ácido  glutámico  e  histidina  de  la  α‐sarcina  se  determinaron  por  RMN.  Entonces  se 
encontró que muchos de esos valores de pKa están muy alterados, incluidos algunos de residuos del 
centro  activo  (Pérez‐Cañadillas  et  al.,  1998). Mucho más  recientemente  también  se  han medido 
sistemáticamente  los valores de pKa de  todos  los  residuos  susceptibles de  ser  titulados, o  se han 
predicho, cuando la medida directa no ha sido posible por el desplegamiento de la proteína (García‐
Mayoral et al., 2003). Estas medidas y predicciones se extendieron también a una serie de mutantes 
del  centro  activo  (E96Q,  H50Q,  H137Q,  y  H50/137Q)  (García‐Mayoral  et  al.,  2003,2006).  Esta 
caracterización tan detallada se completó determinando el estado tautomérico de todas las cadenas 
laterales de los residuos de histidina (Pérez‐Cañadillas et al., 2003). 
En  cuanto  a  los  dos  residuos  de  triptófano  de  la  α‐sarcina,  en  posiciones  4  y  51,  se 
encuentran  conservados  en  todas  las  ribotoxinas  estudiadas  hasta  ahora  (Figura  2).  La 
caracterización de mutantes en los que uno o ambos se sustituyeron por Phe (los mutantes sencillos 
W4F  y  W51F,  y  el  doble  mutante  W4/51F)  mostró  que  no  son  esenciales  para  la  actividad 
ribonucleolítica específica de la proteína, aunque la actividad de los mutantes del Trp 51 sí aparece 
disminuida  (De  Antonio  et  al.,  2000).  Pero  aún  más  importante  es  que  con  esos  mutantes  se 
descubrió  que  el  Trp  51,  que  no  es  fluorescente,  es  responsable  de  la mayoría  de  la  señal  de 




Leu  45  y Arg  121,  aunque  sólo  los  tres  primeros  están  directamente  implicados  en  los  pasos  de 
transferencia de protones en el mecanismo  catalítico  (Lacadena et al., 1999; Martínez‐Ruiz et al., 
2001). Como ya se ha mencionado, están localizados en la lámina β central, con sus cadenas laterales 
apuntando hacia  la cara cóncava de  la estructura de  la proteína  (Figura 4). Las características más 
representativas de este centro activo son: (1) una alta densidad de residuos cargados; (2) valores de 
pKa  inusuales para His 50, Glu 96, e His 137; (3) formas tautoméricas Nδ  inusuales en His 50 e His 









También se muestran  las cadenas  laterales de  la His 49  (azul), el Glu 95  (rojo), y  la His 136  (rojo). El 
esqueleto del RNA se muestra en negro, con las bases en gris excepto la G prominente, en amarillo, el 
tetrabucle  en  verde,  y  el  grupo  fosfato del  enlace  susceptible  de  ruptura  en magenta.  También  se 
indican los bucles equivalentes a los bucles 2, 3 y 5 de la α‐sarcina. (b) Diagrama de las regiones de la 
α‐sarcina  presumiblemente  implicados  en  el  establecimiento  de  interacciones  con  las  bicapas  de 













la membrana  plasmática  para  acceder  a  los  ribosomas.  Ya  que  hasta  ahora  no  se  han  descrito 
receptores  proteicos  para  la  α‐sarcina,  su  especificidad  debe  relacionarse  con  una  interacción 
diferencial  con  los  componentes  lipídicos de  las membranas. Hace  tiempo  se demostró que  la  α‐
sarcina  es un potente  inhibidor  de  la  síntesis de proteínas  en  células  infectadas por picornavirus 
(Fernández‐Puentes y Carrasco, 1980), y que ionóforos (Alonso y Carrasco, 1981,1982), ATP externo 
(Otero y Carrasco, 1986) o un tratamiento con fosfolipasa C (Otero y Carrasco, 1986) convierten a las 





gradiente  de  sacarosa  (Gasset  et  al.,  1989).  Experimentos  de  unión  revelaron  que  la  fuerte 
interacción entre la ribotoxina y los liposomas (Kd = 60.0 nM) causa la agregación de éstos, seguida 
por  su  fusión  hasta  estructuras  lipídicas mucho mayores  (Gasset  et  al.,  1989).  La  relación molar 
fosfatidilcolina/fosfatidilglicerol  mínima  requerida  para  este  comportamiento  es  1:10,  y  no  es 
dependiente ni de la longitud ni del grado de insaturación de la cadena acilo del fosfolípido, siendo 






Una  vez  que  la  agregación  ha  comenzado,  ocurre  la mezcla  de  lípidos  entre  las  bicapas  de  las 
vesículas agregadas, de  la misma  forma que ocurriría con  liposomas  fusionándose. De hecho, esta 
fusión  está  provocada  por  el  efecto  desestabilizante  de  la  proteína,  que  simultáneamente  sufre 
cambios conformacionales hasta unirse a las vesículas (Mancheño et al., 1994), como se vio por CD, 
emisión  de  fluorescencia  y  espectroscopía  de  infrarrojo  ATR‐FTIR  (Gasset  et  al.,  1991b).  Estos 
cambios conformacionales sugieren un  incremento en el contenido en hélice α que,  junto con  los 
otros cambios espectroscópicos observados, se interpretó como un mecanismo mediante el cual los 
grupos polares de  la proteína se protegen de  los  lípidos,  lo que provocaría  la formación de enlaces 
de hidrógeno intracatenarios y un menor apagamiento estructural (Gasset et al., 1991b). De hecho, 
cuando la proteína se une a las vesículas, los enlaces peptídicos se protegen frente a la hidrólisis con 
tripsina  (Gasset  et al., 1989; Oñaderra  et al., 1989)  a pesar del  gran número de  residuos básicos 
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presentes  en  su  secuencia  (Sacco  et  al.,  1983).  El  efecto  fusogénico  atribuido  a  la  α‐sarcina  fue 
corroborado  por  micrografías  electrónicas  de  criofractura  en  las  que,  a  la  relación  molar 
fosfolípido/proteína  más  alta  (50:1),  había  una  completa  ausencia  de  estructuras  vesiculares 
pequeñas, estando los lípidos, en cambio, organizados exclusivamente en láminas planas, indicando 
que los procesos de fusión habían tenido lugar de forma exhaustiva (Gasset et al., 1990). Como paso 
final,  y  muy  probablemente  como  consecuencia  de  la  formación  de  estas  grandes  estructuras 
inestables,  la  α‐sarcina  también  modifica  la  permeabilidad  de  las  membranas,  provocando  la 
liberación de  calceína atrapada en  vesículas de  fosfatidilglicerol  (Gasset et al., 1990). Medidas de 
polarización  de  fluorescencia,  calorimetría  diferencial  de  barrido  y  marcaje  con  fosfolípidos 
fotoactivos  revelaron  además  que  la  α‐sarcina,  una  proteína  soluble  en  agua  e  hidrofílica, 
interacciona  con  bicapas  fosfolipídicas  a  través  de  una  combinación  de  fuerzas  electrostáticas  e 
hidrofóbicas (Gasset et al., 1991a). De acuerdo con esto,  la proteína sería  inicialmente adsorbida a 
las cabezas polares y cargadas de los fosfolípidos, y entonces penetraría parcialmente en la interfase 





mayor concentración de  fosfolípidos cargados negativamente, como  fosfatidilserina  (Connor et al., 
1989;  Gasset  et  al.,  1989,  1990;  Zachowski,  1993).  Desafortunadamente  aún  no  hay  evidencias 
directas de que esta abundancia de  fosfolípidos ácidos  sea  lo que  realmente explique  la actividad 
antitumoral de la α‐sarcina. 
Corroborando  esta  teoría,  dos  tipos  de  ensayo  demostraron  la  habilidad  innata  de  la  α‐
sarcina para atravesar membranas fosfolipídicas, si éstan son lo suficientemente ácidas, en ausencia 




En  el  segundo,  la  α‐sarcina  añadida  externamente  era  también  capaz  de  romper,  de  forma 
dependiente de  su  concentración, moléculas encapsuladas de  tRNA de  levadura  (Oñaderra  et al., 
1993). 
En cuanto a las regiones de la proteína implicadas en la interacción con lípidos, los primeros 
indicios  se  obtuvieron  usando  péptidos  sintéticos  solubles  correspondientes  a  secuencias  de  la 
lámina β central de la α‐sarcina. Algunos de esos péptidos, uno de ellos de sólo 9 aminoácidos, son 
capaces  de  mimetizar,  al  menos  de  forma  cualitativa,  los  efectos  producidos  por  la  proteína 
completa  sobre  vesículas  de  fosfolípidos  ácidos,  indicando  que  probablemente  esa  región  de  la 
proteína  (residuos  116‐139)  está  implicada  en  la  interacción  con  las  membranas  celulares 
(Mancheño et al., 1995b, 1998a). Estas conclusiones son compatibles con la observación de que una 






En  cambio,  esta  interacción  provoca  un  gran  incremento  en  el  rendimiento  cuántico  del  Trp  51, 




positiva  en  esa  posición  supone  un  enorme  impedimento  para  que  la  proteína  interaccione  con 
membranas fosfolipídicas (Masip et al., 2001). Estos resultados  llevaron a formular  la propuesta de 








núcleo hidrofóbico de  la bicapa  tras  la  interacción proteína‐vesícula  (Figura 5b)  (De Antonio et al., 
2000).  




vesículas  lipídicas  diferente  al  de  la  proteína  silvestre.  Cuando  es  la  restrictocina  la  proteína 
ensayada, el  comportamiento  también es diferente al de  la  α‐sarcina nativa  (García‐Ortega et al., 
2001). Debe mencionarse que  las  secuencias de  la  α‐sarcina  y  la  restrictocina difieren  sólo en 20 
aminoácidos, y que seis de esos cambios se concentran en la horquilla β amino‐terminal (Figura 2). 





regiones de  la proteína  implicadas en  la  interacción con  lípidos (Figura 5b). Las diferencias entre  la 










sarcina  es  capaz  de  inactivar  tanto  los  ribosomas  de  Saccharomyces  cerevisiae  como  los  de 
Escherichia coli, aunque con eficiencias diferentes  (Schindler y Davies, 1977). Sorprendentemente, 
ninguno de estos organismos, ni  las  células HeLa, eran  susceptibles  a  la  toxicidad de  la  α‐sarcina 
cuando  las  células  están  intactas,  sugiriendo que  son  refractarias  a  la entrada de  la proteína. Un 
estudio más detallado concluyó que la acción de la α‐sarcina sobre ribosomas purificados afecta a la 
translocación  y  a  la  hidrólisis  de  GTP  catalizada  por  el  factor  de  elongación  EF‐2.  Finalmente, 
mediante  electroforesis  en  gel  se  separaron  las  distintas  especies  de  rRNA  de  los  ribosomas  de 
levadura tras la incubación con α‐sarcina, observándose la aparición de un fragmento extra de unos 
300 nucleótidos  (el denominado  fragmento α) correspondiente al extremo 3’ del rRNA 28S  (Figura 
6a)  (Schindler  y  Davies,  1977).  Experimentos  posteriores  mostraron  que  la  α‐sarcina  rompe  el 
esqueleto  fosfodiéster  en  el  lado  3’  de  la  G2661  (numeración  de  E.  coli)  (Endo  y Wool,  1982), 
mientras  que  la  ricina  despurina  el  enlace  N‐glicosídico  entre  la  ribosa  y  la  base  nitrogenada 
correspondiente al nucleótido adyacente a la A2660 por el lado 5’ (posiciones que corresponden a la 
G4325 y la A4324 en el rRNA 28S) (Figura 3) (Endo y Tsurugi, 1987; Endo et al., 1987). 










los  intermedios de  la  reacción. Así, aunque  son menos específicos, estos ensayos han contribuido 
significativamente al estudio detallado del mecanismo de corte de  las ribotoxinas (Lacadena et al., 
1994,1998; Kao et al., 2001; Martínez‐Ruiz et al., 2001). 




de  300‐400  nucleótidos  (dependiendo  del  origen  de  los  ribosomas)  en  un  gel  de  agarosa 
desnaturalizante  teñido  con  bromuro  de  etidio  (Figura  6a).  La  sensibilidad  de  este  ensayo  ha 




En  orden  decreciente  de  complejidad,  y  por  tanto  de  especificidad,  un  segundo  ensayo 
usado  frecuentemente  se  basa  en  el  empleo  de  cortos  oligorribonucleótidos  sintéticos  que 
mimetizan  la  secuencia y estructura del SRL  (oligos  tipo SRL).  Las  ribotoxinas  rompen estos oligos 
tipo SRL de forma específica, produciendo sólo dos fragmentos, que pueden separarse en un gel de 







casos,  este  tipo  de  ensayo  puede  también  llevarse  a  cabo  en  disolución,  usando  dispositivos  de 
ultrafiltración  para  fraccionar  los  pequeños  oligonucleótidos  producidos  en  la  reacción 
ribonucleolítica  (Kao et al., 2001). Una ventaja del zimograma es su uso adicional como control de 
homogeneidad  de  la  muestra  de  proteína  en  cuanto  a  la  ausencia  de  otras  actividades 
ribonucleolíticas contaminantes. 
El  cuarto  ensayo  se  basa  en  el  hecho  de  que  las  ribotoxinas  son  también  capaces  de 
hidrolizar distintos dinucleósidos (o dinucleótidos) fosfato, como ApA (o ApAp), aunque con mucha 
menor eficiencia  (Lacadena et al., 1998). Este  tipo de  sustrato debe  ser  considerado  como el que 
contiene  los elementos mínimos para  ser  roto por una RNasa.  La ventaja en este caso es que  los 




ribosomas  de  conejo.  El  fragmento  α  está  indicado  por  una  flecha.  (b)  Ruptura  específica  de  un 




La  combinación de estos diferentes ensayos y  la producción y  caracterización de muchos 








una  reacción  de  transfosforilación  para  formar  un  intermedio,  fosfato  cíclico‐2’,3’.  Segundo,  este 
intermedio de reacción es hidrolizado al correspondiente fosfato‐3’ (Figura 7). La aparición de este 
intermedio  cíclico,  común  a  todas  las  RNasas  de  la  familia  de  la  T1  estudiadas  hasta  ahora, 
incluyendo a la RNasa U2, hace que estas enzimas se denominen RNasas ciclantes. El análisis de las 
reacciones de  ruptura desarrolladas por  la  α‐sarcina  frente  a distintos dinucleósidos monofosfato 
probó que  también es una RNasa ciclante  (Lacadena et al., 1998,1999),  con un pH óptimo de 5.0 
(Pérez‐Cañadillas  et  al.,  1998;  Lacadena  et  al.,  1999).  Por  tanto,  las  ribotoxinas  siguen  el mismo 
esquema  general  de  reacción  que  los  otros miembros  de  la  familia  de  la  RNasa  T1  aunque  la 
eficiencia  catalítica  de  las  RNasas  T1  y  U2  frente  a  RNA  desnudo,  homopolinucleótidos  o 
dinucleótidos  es  varios  órdenes  de  magnitud  mayor.  En  cambio,  cuando  se  ensayan  frente  a 
sustratos  naturales,  las  ribotoxinas  rompen  y  consecuentemente  inactivan  el  ribosoma  con  una 
constante  de  velocidad  de  segundo  orden  (kcat/Km  de  1.7  x  10
10M‐1  s‐1)  que  iguala  a  la  eficiencia 
catalítica de las enzimas más rápidas conocidas (Korennykh et al., 2006). 
Figura 7. Modelo propuesto para el mecanismo  catalítico de  las RNasas  ciclantes  frente a  sustratos 
dinucleósido (ApA o GpA). Un proceso de transfosforilación (en el que se producen el correspondiente 








el  par  de  residuos  catalíticos  más  comúnmente  encontrados  en  RNasas  microbianas  es  esta 
combinación Glu/His  (Yoshida, 2001). Otro residuo de histidina,  la His 40, se requiere en su  forma 
protonada para asistir a  la estabilización electrostática del estado de  transición y,  si es necesario, 
parece ser capaz de adoptar la función de base general, como se vio con las variantes de la RNasa T1 
con  el Glu  58 mutado  (Steyaert  et al., 1990;  Steyaert,  1997).  La  superposición de  las  estructuras 




en  S.  cerevisiae  se observó que  sólo era  capaz de  crecer  la  cepa que producía el mutante H136L 
(Yang y Kenealy, 1992a,b). Los mismos autores produjeron y caracterizaron parcialmente este mismo 
mutante en A. niger y A. nidulans (Brandhorst et al., 1994) con resultados muy similares. No mucho 
después,  otras  variantes  equivalentes  de  la  α‐sarcina  (H137Q)  y  la  restrictocina  (H136Y)  fueron 









Esto  se  dedujo  porque  la  sustitución  de  la  His  50  (o  la  His  49  en  la  restrictocina)  por  distintos 
aminoácidos no  inactiva completamente a  la enzima, pero disminuye bastante  sus valores de kcat, 
mostrando solo actividades  residuales enzimáticas o citotóxicas, dependiendo de  la naturaleza del 
ensayo empleado  (Nayak y Batra, 1997; Sylvester et al., 1997;  Lacadena et al., 1999). Además,  se 
probó  que  los  tres  residuos  mencionados  se  requieren  para  la  inactivación  específica  de  los 
ribosomas, pues cada mutante  individual, así como  los mutantes dobles y el triple, carecen de esta 
actividad tan particular (Lacadena et al., 1999). 
El perfil de dependencia de  la actividad de  la  α‐sarcina  frente al pH es el  típico para una 
catálisis ácido‐base, pero sensiblemente distinto de  los descritos para  las RNasas T1 y U2 (Arima et 
al., 1968a,b; Sylvester et al., 1997; Pérez‐Cañadillas et al., 1998; Lacadena et al., 1999). El mutante 











2001),  la Tyr 38,  la Arg 77 y  la Phe 100 también aparecen  formando parte del sitio catalítico de  la 
enzima. Se ha especulado que esos tres residuos,  junto con  la His 40, formarían un microambiente 
dieléctrico  y  estructural  complementario  en  forma  y  carga  al  estado de  transición  y que  además 
tendría capacidad para formar enlaces de hidrógeno con los oxígenos ecuatoriales de este estado de 





mutación  que  afecte  a  ese  residuo  han  sido  infructuosos  (Steyaert,  1997).  Así,  se  ha  propuesto 
durante mucho tiempo que  la Arg 77 de  la RNasa T1 debía de  facilitar el ataque nucleofílico, pero 








2  y  4).  La  cadena  lateral  de  la  Phe  100  es  un  elemento  catalítico  apolar  que  estabiliza  las 
separaciones  de  carga  que  se  dan  en  el  estado  de  transición, mediante  el  control  del  entorno 
dieléctrico  (Doumen et al., 1996). La caracterización de una variante de  la α‐sarcina, L145F, reveló 
que este mutante  sigue  siendo una RNasa activa  (exhibe una Km  similar y una eficiencia  catalítica 
ligeramente  inferior frente a ApA), pero muestra una menor especificidad que  la proteína silvestre 
frente a rRNA y a sustratos tipo‐SRL (Masip et al., 2003). La Leu 145 también se reveló como esencial 
para  preservar  el  entorno  electrostático  del  centro  activo  requerido  para  mantener  el  pKa 
anormalmente bajo descrito para la His 137 catalítica (Masip et al., 2003). 





posición  (Siemer  et  al.,  2004).  Estos  resultados  sugirieron  que  la  Asn  54  está  implicada  en  la 
disposición conformacional local del sitio de unión del sustrato. Las mutaciones en esa posición dan 








perturbadas  por  la  mutación  de  la  Asn  54,  lo  que  explicaría  por  qué  casi  todos  los  mutantes 
mantenían la capacidad de liberar específicamente el fragmento α (Siemer et al., 2004). En conjunto, 
estos resultados concordaban perfectamente con la idea de los reordenamientos conformacionales 
locales de  los mutantes del centro activo de  la Asn 54 y  la Leu 145, dando  lugar a enzimas menos 
específicas y menos citotóxicas (Masip et al., 2003; Siemer et al., 2004). Otra observación importante 
de este trabajo fue comprobar que las ribotoxinas carecen de un residuo equivalente al Glu 46 de la 
RNasaT1,  implicado en discriminar entre guanina  y  adenina  (Gohda et al., 1994).  La  falta de este 
residuo podría explicar por qué esta ribotoxina se limita a preferir purinas cuando se ensaya frente a 
RNA desnudo, y no es específica de guanina,  como en el  caso de  la RNasa T1  (Endo et al., 1983, 
1988). 
La Tyr 48 de la α‐sarcina está conservada no sólo dentro de la familia de las ribotoxinas, sino 
también en  todas  las RNasas extracelulares  fúngicas  (Figura 2)  (Martínez‐Ruiz  et al., 1999a,b).  Su 
equivalente,  la Tyr 38 de  la RNasa T1,  forma un puente de hidrógeno con uno de  los oxígenos del 
fosfato en el complejo RNasa T1/3’‐GMP, interacción que debe de ser más favorable en el estado de 









se  propuso  que  estas  ribotoxinas  debían  usar  un  mecanismo  que  permitiese  distorsionar  la 
disposición de las bases nitrogenadas de los nucleótidos de su enlace diana para facilitar la ruptura 
del  SRL  en  el  sitio  adecuado  (Yang  et  al.,  2001).  Todos  los  estudios  llevados  a  cabo  hasta  ahora 
sugieren que estos tres residuos contribuirían a facilitar esta distorsión de las bases que permitiría al 
triplete  His50/Glu96/His137  llevar  a  cabo  la  rotura  de  un  único  enlace  fosfodiéster  (Yang  et  al., 
2001). 
Además, en estudios con distintos mutantes de la α‐sarcina (García‐Ortega et al., 2001) y la 
mitogilina  (otra  ribotoxina que  sólo  se diferencia de  la  restrictocina en un  residuo)  (Kao y Davies, 
1999;2000)  se  ha mostrado  que  la  horquilla  amino‐terminal modula  la  actividad  catalítica  de  las 
ribotoxinas.  Estos  estudios  incluyeron  variantes  de  deleción  en  los  que  esa  horquilla  había  sido 
eliminada  sin  afectar  a  la  estructura  tridimensional  global  de  la  proteína  (García‐Ortega  et  al., 
2002,2005a;  García‐Mayoral  et  al.,  2004).  Estos mutantes  [α‐sarcina  Δ(7‐22)  y  Asp  f  1  Δ(7‐22)] 
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conservan  su  actividad  ribonucleolítica  inespecífica  así  como  su  capacidad  para  romper 
específicamente  oligonucleótidos  tipo  SRL,  pero  no  son  capaces  de  inactivar  específicamente 
ribosomas de conejo, y por tanto son mucho menos citotóxicas (García‐Ortega et al., 2002,2005a). 
Para  concluir,  es  importante  destacar  las  diferencias  exhibidas  por  la HtA.  Como  era  de 
esperar, ya que es una ribotoxina, esta proteína provoca una ruptura específica no sólo del rRNA 28S 
de conejo, sino también de los oligonucleótidos tipo‐SRL usados como sustrato (Herrero‐Galán et al., 
2008b).  En  cambio,  cuando  se  emplean  sustratos  menos  específicos,  la  HtA  muestra  un 
comportamiento bastante distinto, como refleja el hecho de que no es activa frente a poli(A), pero sí 
lo es  frente a poli(C)  (Herrero‐Galán et al., 2008b). Este comportamiento, que se ha observado en 
otras  ribotoxinas  silvestres  y  mutantes  (Nayak  et  al.,  2001),  debe  ir  unido  a  las  diferencias 





Los  ribosomas  de  los  tres  dominios  filogenéticos,  Archea,  Bacteria  y  Eukarya, muestran 
diferencias  en  cuanto  a  sus  componentes,  pero  algunas  regiones  funcionales  están  siempre 
conservadas, probablemente porque son esenciales para preservar  la maquinaria de biosíntesis de 
proteínas (Mears et al., 2002; Uchiumi et al., 2002). Una de ellas es el SRL (Szewczak y Moore, 1995; 
Glück  y  Wool,  1996).  Esta  región  es  de  particular  interés  por  su  papel  crucial  en  los  eventos 
relacionados con  la elongación,  tanto en  ribosomas procariotas como eucariotas. Contiene una de 
las secuencias  ribosomales más  largas conservadas universalmente que se conocen  (A2654–A2665 
en  el  rRNA23S  de  E.  coli,  y A4318–A4329  en  el  rRNA  28S  de  rata),  y muestra  una  conformación 
característica, también conservada estructuralmente. Está tan conservada que cuando se elucidó  la 
estructura  cristalina  de  la  subunidad  grande  del  ribosoma  de  Halobacterium  marismortui,  la 
secuencia  del  rRNA  23S  se  encajó  en  el mapa  de  densidad  electrónica,  nucleótido  a  nucleótido, 
empezando  precisamente  por  la  secuencia  del  SRL  (Ban  et  al.,  2000).  Este  SRL  es  una  horquilla 
distorsionada, con una parte central  inusualmente rígida, y un tetrabucle GAGA, una G prominente 
en  un  cruce  de  la  hebra,  una  región  flexible,  y  un  dúplex  terminal  de  tipo A  (Figura  3). No  está 
asociado  con  ningún  bolsillo  de  potencial  electrostático  intenso  del  ribosoma,  pero  junto  con  la 
región  de  unión  a  la  L11,  el  tallo  L7/L12,  y  las  proteínas  ribosomales  L6  y  L14  (Figuras  3  y  5c), 
constituye un sitio de unión de factores de elongación requerido para un correcto  funcionamiento 
del  ribosoma  (Endo y Wool, 1982; Cameron et al., 2002; Van Dyke et al., 2002).  La  secuencia del 
dominio de unión de  la proteína L11 está  también universalmente conservada, de acuerdo con su 
papel esencial  (Mears et al., 2002). Curiosamente,  la orientación espacial del SRL y el dominio de 
unión  de  la  L11  en  el  ribosoma,  región  conocida  como  centro  GTPasa,  varía  no  sólo  entre  los 
distintos filos (Ramakrishnan y Moore, 2001; Mears et al., 2002; Uchiumi et al., 2002), sino también 




frente  a  ribosomas  diferentes  (Schindler  y  Davies,  1977;  Endo  y Wool,  1982; Wool  et  al.,  1992; 
Uchiumi et al., 2002). Las mutaciones que afectan a la secuencia contenida en el SRL dan lugar a una 
unión  deficiente  de  los  factores  de  elongación  y  de  los  aminoacil‐tRNA,  así  como  a  una menor 
fidelidad translacional (Liu y Liebman, 1996). Algunas de esas mutaciones son  letales, reforzando  la 










completo.  Incuestionablemente,  han  sido  de  gran  ayuda,  porque  mantienen  las  características 
estructurales que posee el SRL en el ribosoma completo y se han usado para establecer cuáles son 






al.,  2001).  Estos  estudios  incluían  la  resolución  de  las  estructuras  de  dos  versiones mutantes  de 
oligonucleótidos que mimetizan el motivo SRL del rRNA 28S (Correll et al., 2003), así como de otros 
tres  análogos  distintos  del  SRL  acomplejados  con  la  restrictocina  (Yang  et  al.,  2001).  Según  los 
resultados obtenidos, hay dos áreas del SRL reconocidas tanto por las toxinas como por los factores 




(Munishkin  y  Wool,  1997;  Correll  et  al.,  1999,2003).  La  simulación  dinámica  molecular  de  dos 
estructuras del SRL basadas en estructuras cristalinas de motivos SRL de E. coli y rata revelaron que 
el tetrabucle GAGA es  la parte más dinámica de este motivo (Špačková y Šponer, 2006). De hecho, 
los  tetrabucles  GNRA  adoptan  una  geometría  desplegada  hasta  el momento  de  la  unión  de  los 





caso  de  las  ribotoxinas  (Yang  et  al.,  2001).  En  resumen,  según  los  resultados  mencionados 
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anteriormente,  hay  dos  regiones  distantes  de  las moléculas  de  ribotoxina  que  participan  en  su 
interacción específica con el SRL. Por un lado, la región rica en Lys correspondiente al bucle 3 de la α‐
sarcina  interacciona  con el enlace  fosfodiéster  cargado negativamente en  los alrededores de  la G 
prominente. Y, por otra parte,  la  secuencia dentro del bucle 2 que comprende  los  residuos 52‐55 






recientemente que el  contexto  ribosomal aumenta  la velocidad de  reacción en varios órdenes de 
magnitud. Esta ventaja catalítica parece surgir de  las  interacciones electrostáticas favorables con el 
ribosoma (Korennykh et al., 2006). Las ribotoxinas cargadas positivamente se unen al ribosoma con 
gran  afinidad  y  velocidad,  aumentando  así  la  velocidad  de  ruptura  del  SRL  en  varios  órdenes  de 
magnitud,  igualando  la eficiencia catalítica de  las enzimas más rápidas conocidas (Korennykh et al., 
2006).  La  α‐sarcina, por  ejemplo,  está muy  cargada:  el 39% de  su  superficie  está  compuesta por 
cadenas laterales cargadas y el 26% por cadenas laterales polares (Pérez‐Cañadillas et al., 2000). Por 
tanto,  se  sugiere  un mecanismo  de  localización  de  la  diana  en  el  que  la  α‐sarcina  encuentra  al 
ribosoma de forma aleatoria y entonces difunde por el campo electrostático ribosomal hasta el SRL. 
Hace  tiempo  se  describió  no  sólo  que  la  actividad  ribonucleolítica  de  la  α‐sarcina  se  ve 
completamente  inhibida por NH4
+, K+ o Na+ en  concentraciones  superiores a 0.2 M, así  como por 
niveles milimolares  de  algunos  cationes  divalentes  como  Ca2+, Mn2+  o Mg2+  (Endo  et  al.,  1983; 
Martínez  del  Pozo  et  al.,  1989),  sino  también  que  une  Zn2+,  Cd2+  y  Co2+  con  una  afinidad 
correspondiente a constantes de disociación en el rango milimolar (Martínez del Pozo et al., 1989). 
Se  propuso  que  esta  unión  está mediada  por  interacciones  con  las  cadenas  laterales  de  His  del 
centro  activo,  y  que  afecta  a  la  emisión  de  fluorescencia,  probablemente  modificando  al 
microambiente del Trp 51. En esos estudios se vio que los cationes Zn2+ son inhibidores efectivos de 
la  actividad  ribonucleolítica,  mientras  que  la  inhibición  promovida  por  la  mayoría  de  los  otros 
cationes estudiados se debe al establecimiento de interacciones con los sustratos usados, más que a 
la existencia de interacciones específicas con la proteína (Martínez del Pozo et al., 1989). 
En  este  contexto,  debe  considerarse  que  hay movimientos  internos  que  permiten  a  los 




residuos 7‐22, es una de  las  regiones  con mayor  flexibilidad  conformacional,  apareciendo  con un 
plegamiento  independiente  del  núcleo  de  la  proteína  (Pérez‐Cañadillas  et  al.,  2000,2002; García‐
Mayoral  et  al.,  2004).  Los  resultados  obtenidos  con  el  mutante  α‐sarcina  Δ(7‐22)  mencionado 
sugirieron que  la proteína  interaccionaría  con el  ribosoma a  través de, al menos, dos  regiones, el 





espacial  de  los  bucles.  Las  diferencias más  significativas  se  concentran  en  el  bucle  2,  la  nueva 
orientación  del  bucle  3,  y  la  dinámica  del  bucle  5,  donde  la  heterogeneidad  conformacional  se 
observa como consecuencia de haber eliminado interacciones importantes con residuos del motivo 
original  (García‐Mayoral  et  al.,  2004). Además  de  su  integridad  estructural mantiene  la  habilidad 
para  romper  específicamente  oligonucleótidos  tipo  SRL,  pero  desaparece  el  reconocimiento 
altamente  específico  de  la  α‐sarcina  por  el  ribosoma.  Al  modelar  este  reconocimiento  de  las 
ribotoxinas por el ribosoma usando las estructuras tridimensionales de las α‐sarcinas silvestre y Δ(7‐
22)  se propusieron dos  interacciones más no  identificadas hasta  entonces  (García‐Mayoral  et  al., 
2005b). Una de ellas ocurriría entre una pequeña secuencia extendida del bucle 2 de la α‐sarcina y la 
proteína ribosomal L6 (Figura 5c). La segunda ocurriría entre los residuos correspondientes a la parte 




al.,  2000; Gabashvili  et  al.,  2000). Obviamente,  la  interacción  que  implica  a  la  horquilla  β  no  es 
posible  en  el  mutante  de  deleción  y  parece  ser  crucial  para  el  reconocimiento  específico  del 
ribosoma  (García‐Mayoral et al., 2005b). Esta hipótesis se vio reforzada con  la observación de que 
una  región  homóloga  a  la  secuencia  11‐16  de  la  α‐sarcina  puede  encontrarse  en  el  EF‐2  de  S. 
cerevisiae  (Kao  y  Davies,  1999;  García‐Mayoral  et  al.,  2005b).  Tanto  las  ribotoxinas  como  las 
proteínas  ribosomales  L14  (o  sus  correspondientes  L23  en  organismos  eucariotas)  representan 
familias de proteínas altamente homólogas. Las regiones de interacción de la α‐sarcina y la L14 están 
conservadas  pero  exhiben  un  cierto  grado  de  variabilidad  (García‐Mayoral  et  al.,  2005b), 
especialmente considerando  los residuos  implicados de  la L14  (las proteínas L23 tienen secuencias 
que se relacionan sólo lejanamente). Este hecho ayuda a explicar no sólo la extraordinaria eficiencia 






Ya se ha explicado que  la α‐sarcina es capaz de  inactivar  ribosomas en sistemas  libres de 
células de una gran variedad de organismos (Endo et al., 1993a,b; Kao y Davies, 1995), mientras que 
presenta una marcada selectividad cuando se usan células  intactas como diana. Esta especificidad 
parece venir determinada por  su habilidad para penetrar en  las células. Así,  la  α‐sarcina es activa 






rata  de  origen  mesenquimal,  glial  y  epitelial  (Turnay  et  al.,  1993).  Este  efecto  se  satura  y  es 
consistente con el hecho de que el paso a través de  la membrana celular sea el paso  limitante de 
velocidad pero,  en  cambio, no  se detecta daño de  esa membrana ni  alteraciones de  la  actividad 
mitocondrial (Turnay et al., 1993). De nuevo, estos experimentos confirmaron que la α‐sarcina posee 
un  carácter  citotóxico  intrínseco  y  bastante  específico,  en  ausencia  de  ningún  agente 
permeabilizante  externo,  virus  incluidos,  cuando  se  ensaya  frente  a  algunas  líneas  celulares 




Se  ha  estudiado  el  mecanismo  de  internación  de  la  α‐sarcina  en  células  intactas  de 
rabdomiosarcoma humano y los eventos que inducen la muerte celular (Olmo et al., 2001). Según los 
resultados obtenidos, la toxina se internaliza vía endocitosis viajando en endosomas ácidos y a través 




que  esta  apoptosis  no  es  simplemente  una  consecuencia  directa  y  general  de  la  inhibición  de  la 
biosíntesis de proteínas (Olmo et al., 2001), aunque experimentos con un mutante catalíticamente 
inactivo  de  la  α‐sarcina  (H137Q),  que  no  es  citotóxico  ni  apoptótico,  revelaron  que  esta muerte 
celular programada está directamente relacionada con  los efectos catalíticos de  la toxina sobre  los 











mencionado antes en esta  revisión. Por otro  lado,  la HtA exhibe una citotoxicidad muy  similar en 








Los  hongos  representan  una  de  las  principales  fuentes  de  alérgenos.  Dentro  de  ellos, 
Aspergillus  fumigatus,  un  patógeno  oportunista  humano,  ha  sido  bien  estudiado  (Walsh  y  Pizzo, 
1988; Bodey y Vartivarian, 1989). Normalmente una infección invasiva de esta especie es fatal si no 
se trata pronto, e  incluso entonces,  la terapia antifúngica fracasa frecuentemente. La  incidencia de 
infecciones por hongos ha aumentado últimamente, por el  incremento en el número de pacientes 
inmunodeprimidos, y  la  infección por A.  fumigatus es común en  los postoperatorios  (Pasqualotto, 
2006).  Entre  las  razones  por  las  que  A.  fumigatus  puede  comportarse  como  un  patógeno  de 
humanos está la capacidad para crecer rápidamente a temperaturas tan altas como 50°C, siendo la 
especie más  termófila  de  todas  las  de  Aspergillus  (Ronning  et  al.,  2005).  El  resto  de  los  hongos 
productores de  ribotoxinas crecen escasamente al cultivarlos por encima de  los 30°C. También es 
remarcable  que  A.  fumigatus  es  una  fuente  de  alergia  y  asma más  común  que  A.  nidulans  o  A. 
oryzae, las otras dos especies de Aspergillus spp. cuyas secuencias genómicas han sido determinadas 
(Galagan et al., 2005; Machida et al., 2005; Nierman et al., 2005). Curiosamente, todos los alérgenos 




contenidos  en  el  suero  de  los  pacientes  alérgicos.  En  relación  con  esto,  es  destacable  que  se 
encontró  restrictocina  en  la  orina  de  pacientes  con  aspergilosis  diseminada  (Arruda  et  al., 
1990,1992; Lamy et al., 1991), así como acumulada en las proximidades de los nodos de la infección 
fúngica  (Lamy  et  al.,  1991).  Aunque  se  ha  probado  que  Asp f 1  no  es  un  factor  de  virulencia 
importante  en  las  infecciones  de  A.  fumigatus  (Paris  et  al.,  1993;  Smith  et  al.,  1993,1994),  esta 





fumigatus  sea el hongo normalmente  implicado en estas enfermedades parece  ser, de nuevo,  su 
ubicuidad  y  sus  pequeñas  esporas,  que  crecen  de  forma  óptima  a  37°C.  De  esta  forma  puede 
colonizar  el  tracto  respiratorio  del  huésped,  provocando  el  comienzo  de  eventos  patológicos 
(Banerjee y Kurup, 2003). 
En  la diagnosis de  reacciones alérgicas  se usan  con  frecuencia extractos de A.  fumigatus, 
pero  se  trata de mezclas  complejas de hasta 200 proteínas,  glicoproteínas  y  compuestos de bajo 
peso molecular (Piechura et al., 1983) que son muy difíciles de estandarizar. Los intentos de mejorar 
la  diagnosis  se  centran  en  el  empleo  de  preparaciones  estándar  homogéneas  de  alérgenos 




1992),  y  que  presentó  una  total  concordancia  con  las  determinaciones  serológicas  (Moser  et  al., 
1992;  Crameri  et  al.,  1998;  Hemmann  et  al.,  1999).  Desgraciadamente  el  alérgeno  nativo 
recombinante no está desprovisto de actividad citotóxica, y puede provocar anafilaxias. 
Como se ha mencionado anteriormente, las ribotoxinas tienen bucles mucho más largos que 
las  otras  RNasas  fúngicas  no  tóxicas,  que presumiblemente  están  implicados  en  su  especificidad, 
toxicidad  y  antigenicidad. De nuevo, debe  tenerse  en  cuenta que  la  región 7‐22,  contenida  en  la 
horquilla  β  amino‐terminal  característica  de  las  ribotoxinas,  presenta  la  mayor  variabilidad  de 
secuencia de aminoácidos entre  las  ribotoxinas  (Figura 3)  (Martínez‐Ruiz  et al., 1991a,b,2001), es 
altamente flexible y está muy expuesta al disolvente (Pérez‐Cañadillas et al., 2000; García‐Mayoral et 
al., 2004). De hecho, Asp f 1 difiere de  la  α‐sarcina en  sólo 19 aminoácidos  (87% de  identidad de 
secuencia),  y  cinco  de  esos  19  residuos  se  localizan  en  esa  horquilla  β  amino‐terminal.  Como  se 
asume  generalmente  que  las  regiones  expuestas  y  flexibles  de  las  proteínas  son  normalmente 
buenos candidatos a epítopos de células B, esta horquilla β podría ser un determinante principal de 
la  inmunorreactividad de estas proteínas. Esto se confirmó con  la producción y caracterización de 
Asp f 1,  α‐sarcina,  y  sus  correspondientes  variantes  Δ(7‐22)  (García‐Ortega  et al., 2002,2005a). En 
primer  lugar, estos datos confirmaron  la prevalencia significativa de anticuerpos  IgE específicos de 
Asp f 1  en  el  suero  de  pacientes  sensibilizados  a  Aspergillus  (García‐Ortega  et  al.,  2005a),  como 
habían  descrito  anteriormente  otros  autores  (Kao  et  al.,  2001;  Greenberger,  2002;  Kurup  et  al., 
2006). Este resultado fue particularmente importante en los pacientes de ABPA estudiados, pues en 
el  100%  de  ellos  se  encontraron  anticuerpos  IgE  anti‐Asp f 1.  En  segundo  lugar,  y  aunque  varios 
estudios  preliminares  con  péptidos  sintéticos  que  solapan  con  la  región  antes  mencionada 
produjeron resultados controvertidos en cuanto a su comportamiento antigénico (Kurup et al., 1998; 
Madan  et  al.,  2004),  las  tres  proteínas  estudiadas,  Asp f 1  Δ(7‐22),  α‐sarcina  y  α‐sarcina  Δ(7‐22), 
presentaron marcados  descensos  en  su  reactividad  frente  a  anticuerpos  IgE  anti‐Asp f 1  (García‐
Ortega et al., 2005a),  indicando que  la porción eliminada está  implicada en, al menos, un epítopo 
alergénico. Sin embargo, aunque  importante, éste no puede ser el único epítopo alergénico dentro 
de  esta  molécula,  como  se  dedujo  de  experimentos  de  inhibición  por  ELISA  (enzyme  linked 
immunosorbent assay). Los residuos esenciales de  los epítopos de Asp f 1 están cambiados en  la α‐
sarcina  silvestre,  pues  la  respuesta  frente  al  suero  de  los  pacientes  fue  incluso menor  para  esta 
proteína que para el mutante Asp f 1 Δ(7‐22). A pesar de su disminuida reactividad IgE, la prevalencia 
de las tres variantes de Asp f 1 se mantuvo prácticamente inalterada, y todas conservaron la mayoría 
de  los  epítopos  IgG  (García‐Ortega  et  al.,  2005a). De  esta  forma,  estas  variantes  de  deleción  no 
citotóxicas de  las  ribotoxinas  son moléculas prometedoras para uso en  la diagnosis  y en  terapias 









Una  de  las  estrategias  de  la  terapia  antitumoral  es  la  preparación  de  inmunotoxinas, 
siguiendo la idea descrita por Ehrlich en 1956. Este premio Nobel fue quien presentó el concepto de 
convertir a  las  células  tumorales en diana de  “balas mágicas”, que  consisten en un  transportador 
específico de tejido que distribuiría agentes tóxicos al tejido neoplásico (Ehrlich, 1956). En la pasada 
década  se  publicó  una  gran  cantidad  de  investigación  orientada  a  la  clínica  en  relación  a  las 
inmunotoxinas  (Reiter y Pastan, 1998; Kreitman et al., 1999; Brinkmann, 2000; Li et al., 2004). Las 
inmunotoxinas  son  agentes  terapéuticos  con  un  alto  grado  de  especificidad,  compuestas  por  un 




monoclonales.  El motivo  que  dirigía  a  la  inmunotoxina  a  su  diana  era  la molécula  de  anticuerpo 
completa (Kreitman, 2000). Como  los sitios de unión al antígeno están en  las regiones variables de 
los anticuerpos,  los estudios posteriores  trataron de verificar que esos  fragmentos Fab, obtenidos 
por digestión de las IgG con papaína, retenían la capacidad de interaccionar con antígenos (Ward et 
al.,  1989; Wörn  y  Plückthun,  2001),  dando  lugar  a  las  llamadas  inmunotoxinas  Fab  o  Fv,  que  se 
internaban más  fácilmente por  su menor  tamaño  (Brinkmann, 2000). El desarrollo de  tecnologías 





sido  la  ricina  (de plantas) y  la exotoxina A de Pseudomonas  (PE) o  la  toxina de  la difteria  (DT)  (de 
bacterias). La ricina está compuesta por dos subunidades unidas por un puente disulfuro, siendo  la 
cadena  A  la  responsable  de  la  actividad  glicosidasa  que  lleva  a  la  inactivación  de  los  ribosomas 
(Olsnes  y  Pihl,  1973a,b;  Endo  et  al.,  1987),  y  la  única  que  normalmente  se  usa  para  hacer 
inmunotoxinas (Ghetie et al., 1993; Engert et al., 1997; Schnell et al., 1998). La ricina despurina un 
único nucleótido contiguo al enlace fosfodiéster que rompen  las ribotoxinas (Endo y Tsurugi, 1987; 
Endo  et  al.,  1987),  una  actividad  catalítica  que  también  inactiva  al  ribosoma.  Se  han  obtenido 










su  pequeño  tamaño,  su  alta  termoestabilidad,  su  resistencia  a  proteasas  y  su  actividad 
ribonucleolítica  tan eficiente  (Gasset et al., 1994; Kao et al., 2001; Martínez‐Ruiz et al., 2001). En 
cuanto a la restrictocina se han descrito, además, una baja inmunogenicidad y una menor toxicidad 
en  ratón  (Rathore  y  Batra,  1996).  Así,  se  han  usado  distintas  ribotoxinas  como  componentes  de 
inmunotoxinas (Orlandi et al., 1988; Conde et al., 1989; Hertler y Frankel, 1989; Wawrzynczak et al., 
1991;  Better  et  al.,  1992;  Rathore  y  Batra,  1996;1997a,b;  Rathore  et  al.,  1997).  Inicialmente,  las 
inmunotoxinas  basadas  en  ribotoxinas  se  construían  por  conjugación  química,  como  se  describió 
para, entre otras, la mitogilina (Better et al., 1992), la restrictocina (Orlandi et al., 1988; Conde et al., 
1989;  Rathore  y  Batra,  1996)  y  la  α‐sarcina  (Wawrzynczak  et  al.,  1991).  Las  inmunotoxinas  de 
segunda generación se diseñaron, principalmente con  la restrictocina, por  la fusión del cDNA de  la 
restrictocina con el que codifica la región scFv del anticuerpo monoclonal dirigido contra el receptor 
de la transferrina humana (anti‐TFR) (Rathore y Batra, 1997a,b), unidos por un péptido lineal flexible 
para  promover  el  plegamiento  independiente  de  las  dos  fracciones  de  la  inmunotoxina.  Estas 
construcciones  se  sometieron  posteriormente  a  ingeniería  para  mejorar  el  procesamiento 
intracelular y la distribución de la restrictocina (Goyal y Batra, 2000). 
Se han descrito algunas  inmunotoxinas basadas en  la α‐sarcina (Wawrzynczak et al., 1991; 
Rathore  et  al.,  1997),  con  la  ribotoxina unida químicamente  a  anti‐TFR o  anti‐Fib75.  La  α‐sarcina 
usada en estas construcciones se obtuvo de cultivos de A. giganteus (Wawrzynczak et al., 1991) o de 
la expresión heteróloga en E. coli  (Goyal y Batra, 2000). Se obtuvieron resultados prometedores al 
medir  la  citotoxicidad,  con  valores  de  IC50  similares  a  los  de  inmunotoxinas  basadas  en  toxinas 
bacterianas  o  de  plantas  (Goyal  y  Batra,  2000).  La  inmunotoxina  con  α‐sarcina  presentó  una 
estabilidad  equivalente  a  la  de  otras  análogas,  así  como  similares  actividades  farmacocinéticas  y 
específica sobre las células diana (Wawrzynczak et al., 1991). Sin embargo, no se han llevado a cabo 
estudios  posteriores  con  inmunotoxinas  basadas  en  la  α‐sarcina,  incluyendo  ensayos  clínicos, 
probablemente  por  el  gran  tamaño  de  la molécula  resultante,  que  podría  dificultar  la  correcta 
internación en tumores sólidos, o por la baja estabilidad estructural de los inmunoconjugados. Pero 
debe  tenerse  en  cuenta  que  estas  inmunotoxinas  de  α‐sarcina  no  se  produjeron  como 
inmunotoxinas de  segunda  generación  recombinantes,  como  las  inmunotoxinas de  cadena  simple 
(scFv‐IMTX) descritas después para  la restrictocina  (Rathore y Batra, 1997a,b), que dieron mejores 
resultados en  términos de estabilidad y ensayos de  citotoxicidad  in  vivo. E  incluso una  scFv‐IMTX 
podría  ser modificada  fácilmente  por  ingeniería  genética  para mejorar  la  actividad  citotóxica  o 
disminuir la toxicidad inespecífica in vivo o la inmunogenicidad. 
En relación con esto, recientemente se ha producido una inmunotoxina de cadena única en 
la  levadura  metilotrófica  Pichia  pastoris,  compuesta  por  el  dominio  variable  del  anticuerpo 
monoclonal  B5,  específico  contra  los  carbohidratos  de  LewisY,  que  son  muy  abundantes  en 
carcinomas, unido a la α‐sarcina a través de un péptido que contiene un sitio de ruptura por furina 
(scFv‐IMTXαs) (Lacadena et al., 2005). P. pastoris ha surgido como un sólido anfitrión de expresiones 




adicionales de desplegamiento  y  replegamiento,  a diferencia de  la mayoría de  las  inmunotoxinas 





El  anticuerpo  monoclonal  (mAb)  B5  pertenece  a  una  familia  de  mAbs  dirigidos  contra 
antígenos  relacionados  con  el  carbohidrato  de  LewisY  que  se  sobreexpresa  en  la  superficie  de 
muchos carcinomas,  incluidos  los tumores sólidos de mama y colon  (Pastan y Fitzgerald, 1991). Se 
han usado distintos miembros de la familia en muchas inmunotoxinas, como mAb B3 (Brinkmann et 
al., 1991,1993; Pai et al., 1991,1996; Benhar y Pastan, 1995a; Bera y Pastan, 1998), mAb B1 (Pastan y 
Fitzgerald,  1991;  Benhar  y  Pastan,  1995b;  Kuan  y  Pastan,  1996),  y  mAb  B5  (Benhar  y  Pastan, 











Las  ribotoxinas  son RNasas únicas en  cuanto a  su especificidad  y  citotoxicidad. Su acción 
ribonucleolítica  destacable  y  exquisitamente  específica,  así  como  su  capacidad  para  atravesar 
membranas, han sido objeto de estudio durante muchos años, y ahora se conocen bien en términos 
moleculares,  gracias  a  la  combinación  de  una  amplia  variedad  de  técnicas  estructurales, 




estas  toxinas, han  sido de  gran  ayuda para descifrar  los detalles del mecanismo  citotóxico de  las 




de  proteínas.  Desafortunadamente,  la  función  natural  de  las  ribotoxinas  aún  permanece 
 
35Introducción 
desconocida,  siendo  ésta,  definitivamente,  una  de  las  cuestiones más  interesantes  que  debe  ser 
resuelta.  En  relación  con  esto  aún  se  requieren  estudios  sobre  la  regulación de  la producción de 
ribotoxinas en su ambiente natural. En realidad, hay muchas evidencias indirectas que sugieren que 
estas proteínas  son  sintetizadas bajo algunas  condiciones de estrés  (Olson et al., 1965b; Meyer y 













mutantes  hipoalergénicos  e  inmunotoxinas  destacan  como  las  alternativas más  plausibles  en  el 
futuro a medio plazo. 
En cuanto a  la primera aproximación, debe  remarcarse el posible empleo de  Lactococcus 
lactis, que  es un  constituyente primario de muchos  cultivos  iniciadores  industriales  y  artesanales 
usados  para  la  producción  de  una  amplia  variedad  de  productos  lácteos  fermentados.  En  la 
actualidad,  además,  se  han  convertido  en  “fábricas  celulares”  en  la  producción de metabolitos  y 
proteínas de membrana, y como un sistema de distribución de moléculas terapéuticas en el tracto 
gastrointestinal  (Steidler et al., 2000, Kunji et al., 2005). El estatus de L.  lactis como un organismo 





probado,  constituyen  una  de  las  direcciones  de  investigación  que  deberían  ser  exploradas 
inmediatamente. 
Las  inmunotoxinas  son  otra  alternativa  prometedora  para  el  empleo  de  las  ribotoxinas 
como  agentes  terapéuticos  contra  procesos  tumorales.  La  producción  de  grandes  cantidades  de 

























































































‐  Complementar  el  estudio  del  centro  activo  de  esta  familia  de  proteínas.  Para  ello,  se 



























































sustituida  por  fenilalanina.  El  análisis  espectroscópico, que  incluyó dicroísmo  circular,  emisión  de 
fluorescencia y resonancia magnética nuclear, demostró que el mutante mantenía  la conformación 
de  la proteína nativa. Tampoco  se detectaron diferencias en cuanto a  la estabilidad  térmica de  la 
proteína  silvestre,  ni  a  su  capacidad  de  interacción  con  vesículas  de  fosfolípidos.  En  cambio,  los 


































Los  residuos  1‐26  de  la  α‐sarcina  forman  una  gran  horquilla  β  que  puede  considerarse 
compuesta por dos horquillas β consecutivas conectadas por una región bisagra. La parte más distal 
de esta gran horquilla  (que  comprende  la  secuencia 7‐22) aparece  como una protuberancia de  la 
proteína  y  es  una  de  las  regiones  con mayor  variabilidad  de  secuencia  entre  las  ribotoxinas.  La 
caracterización previa de una variante de la α‐sarcina carente de esta protuberancia mostró que se 
trata de una  región esencial para  la  citotoxicidad de  la proteína. Estudios  con modelos de ajuste, 
enzimáticos  y  de  interacción  lípido‐proteína  sugirieron  que  la  horquilla  β  amino‐terminal  está 
implicada en  la  interacción con membranas celulares y que establece  interacciones específicas con 
proteínas  ribosomales, orientando el centro activo de  la α‐sarcina hacia el SRL. Con el objetivo de 
analizar la influencia del carácter básico de esta horquilla β amino‐terminal en la actividad citotóxica 
de  las  ribotoxinas  (pues  a  lo  largo  de  sus  16  residuos  se  encuentran  1  arginina  y  4  lisinas),  se 
produjeron, purificaron a homogeneidad y caracterizaron cinco mutantes puntuales en los que esos 
cinco  residuos  básicos  se  sustituyeron  por  ácido  glutámico.  En  cuanto  al  reconocimiento  del 
ribosoma, todos  los mutantes mostraron una menor actividad que  la proteína silvestre frente a un 
lisado de  reticulocitos  libre de  células, mientras que  la  actividad  frente  a un oligorribonucleótido 
sintético que mimetiza el SRL o frente al homopolímero poli(A) no se vio afectada, confirmando que 
los  residuos  básicos  mutados  participan  en  interacciones  electrostáticas  con  otros  elementos 
ribosomales distintos del SRL y que estas interacciones mejoran el reconocimiento entre la enzima y 
su sustrato. El estudio de la interacción con vesículas de fosfolípidos mostró que la Lys 17, la Arg 22 
y,  sobre  todo,  las  Lys  14  y  21  son  residuos  cruciales  en  las  primeras  etapas  del  fenómeno  de 
agregación, en el que se requieren interacciones proteína‐vesícula y proteína‐proteína. En resumen, 
los datos obtenidos revelan que  las  interacciones electrostáticas en  las que participan  los residuos 
básicos  de  la  horquilla  β  son  esenciales  no  sólo  para  establecer  interacciones  específicas  con 












































T1, es  la histidina 101 en  la RNasa U2. Por otra parte,  la RNasa U2 contiene tres puentes disulfuro, 
que se establecen entre las cisteínas 1‐54, 55‐96 y 9‐113. La presencia de dos cisteínas consecutivas 





el correcto plegamiento de  la proteína, al menos cuando se expresa en  la  levadura P. pastoris. La 
obtención  del  mutante  U2  H101Q  únicamente  bajo  la  forma  de  una  proteína  desnaturalizada 
imposibilitó, sin embargo, la extracción de conclusiones sobre la función puramente catalítica de ese 
residuo. En  cuanto al mutante de  las  cisteínas,  se pudo comprobar que  la eliminación del puente 
disulfuro entre los residuos 1 y 54, el único no conservado de los tres que aparecen en la proteína, 
no  afecta  en  absoluto  al  correcto  plegamiento  de  la  RNasa U2,  aunque  se  obtenga  un mutante 
mucho menos estable que la proteína silvestre. 
Trabajo A3:  Álvarez‐García E, García‐Ortega L, de los Ríos V, Gavilanes JG y Martínez del Pozo Á 





















Ribonuclease  U2,  secreted  by  the  smut  fungus  Ustilago  sphaerogena,  is  a  cyclizing 
ribonuclease  that  displays  a  rather  unusual  specificity within  the  group  of microbial  extracellular 
RNases, best represented by RNase T1. Superposition of the three‐dimensional structures of RNases 
T1 and U2  suggests  that  the RNase U2 His 101 would be  the  residue equivalent  to  the RNase T1 
catalytically essential His 92. RNase U2  contains  three disulfide bridges but only  two of  them  are 
conserved  among  the  family  of  fungal  extracellular  RNases.  The  non‐conserved  disulfide  bond  is 
established between Cys residues 1 and 54. Mispairing of the disulfide network due to the presence 
of  two consecutive Cys residues  (54 and 55) has been  invoked  to explain  the presence of wrongly 
folded RNase U2 species when produced in P. pastoris. In order to study both hypotheses, the RNase 
U2  H101Q  and  C1/54S  variants  have  been  produced,  purified,  and  characterized.  The  results 
obtained  support  the major  conclusion  that  His 101  is  required  for  proper  protein  folding when 
secreted by  the  yeast P. pastoris. On  the other hand,  substitution of  the  first Cys  residue  for  Ser 
results in a mutant version which is more efficiently processed in terms of a more complete removal 








Ribonuclease  U2  (RNase  U2)  is  a  single  polypeptide  chain  enzyme  of  114  amino  acid 
residues secreted by the smut fungus Ustilago sphaerogena [1‐4]. This cyclizing ribonuclease displays 
a rather unusual specificity within the group of microbial extracellular RNases, best represented by 
RNase T1  [5‐7], showing a strong preference  for 3’‐linked purine phosphodiester  linkages  [8]. This 
unique specificity converts RNase U2 in a very useful biotechnological tool of increasing importance 
regarding RNA sequencing and processing [9‐11]. Indeed, this enzyme is the fungal non‐toxic RNase 
which  appears  to be  the phylogenetically  closest  relative of  ribotoxins,  a  family of highly  specific 
ribosome‐inactivating  fungal proteins with antitumoral properties  [12]. Therefore, RNase U2  is  the 
best model  to  compare  the mechanisms of both  toxic  and non‐toxic  groups of microbial RNases. 
Nevertheless, all these extracellular fungal RNases of the RNase T1 family, ribotoxins included, share 
an identical structural core [12‐15] and comparison of their three‐dimensional structures reveals that 
they have  equivalent  regular  secondary  structure  elements,  as well  as  an  almost  identical  spatial 
arrangement of  the  residues  involved  in  the active  site  (Fig. 1).  Superposition of  these  structures 
suggests that the RNase U2 residue equivalent to RNase T1 catalytically essential His 92 [5] would be 
His 101  [13,16]  (Fig.  1). With  the  purpose  of  verifying  this  hypothesis,  this  potentially  catalytic 
His 101 has been replaced by a Gln residue and the resulting mutant protein has been purified and 
characterized.  
Besides  being  a  small  enzyme,  RNase  U2  also  shows  a  good  number  of  unusual  structural 
attributes which may be related to its particular specificity and mode of action. For example, one of 
its most distinctive features is the absence of any Lys residue and the presence of just a single Arg, 










in  solution  is  slowly  converted  upon  ageing  into  two  other  isoforms  containing  one  or  two 
isoaspartate  bonds  and  different  secondary  structure  and  specific  enzymatic  activity  [17,21‐23]. 
Finally, RNase U2 contains three disulfide bridges being only two of them conserved among most of 














[27,28].  In  vitro  site‐directed  mutagenesis  using  a  double‐stranded  DNA  template  and  two 
oligonucleotides  annealing  to  the  complementary  strands  was  used  to  obtain  the  mutants  as 
described [26]. Two different mutants were constructed: A single one where His 101 was replaced by 
Gln  (H101Q)  and  a  double  one where  Cys 1  and  54 were  both  substituted  by  Ser  (C1/54S).  The 
template employed was the plasmid pPICZαU2, used before to produce the wild‐type protein  in P. 
pastoris [19], or that one corresponding to the mutated Cys 1 for the double mutant. These plasmids 
confer  resistance  to  the antibiotic  zeocin. The mutagenic primers used are  shown  in Table 1. PCR 
amplification of the mutagenic mixture was performed in standard conditions using a mixture of Taq‐
Gold and Vent DNA polymerases and  the Taq‐extender buffer  to  complete  the copy of  the entire 
lengths  of  both  template  complementary  DNA  strands.  Selection  of mutants was  achieved  after 
treatment  with  DpnI,  which  specifically  cleaves  methylated  sequences  [29].  The  expression 
constructs were obtained using  the Escherichia coli strain DH5αF’  [26‐28,30]. Presence of only  the 




P.  pastoris  GS115  or  KM71  cells  carrying  the  corresponding  plasmids were  screened  as 
described [19,21,31]. The appropriate clones were first selected on zeocin‐containing agar plates and 


































Given  the  particular  electrophoretic  behavior  of  RNase  U2,  polyacrylamide  gel 
electrophoresis  and Western  blots were  performed  as  described  before  [19].  Glycoproteins  and 
glycopeptides were detected with biotinylated‐Con A lectin following a standard procedure [32,33]. 
Protein  hydrolysis  and  amino  acid  analysis  were  performed  according  to  standard  procedures 
[27,34].  These  analyses  were  employed  to  estimate  extinction  coefficients  (E0.1%)  and  protein 
concentrations  (Table  2).  Immunodetection  of  the  blotted  proteins was  performed with  a  rabbit 
polyclonal  sera  raised  against  purified  recombinant wild‐type  RNase  U2  [19].The  amino‐terminal 














WTb  0.95  1.80  61  50  Glu‐Ala‐Glu 





































mass  spectrum.  External  calibration was  performed,  using  the  Protein  Calibration  I  from  Bruker, 
























prepared,  produced  in  P.  pastoris  and  purified.  Unexpectedly,  no  2’,5’‐ADP‐Sepharose  binding 
fraction was detected but rather all the mutant protein appeared in the void volume of the column, 
according  to  its  electrophoretic  and  immunogenic  behavior  (Fig.  2).  This  affinity  chromatography 
step was  introduced previously [4,21], when first purifying the recombinant wild‐type RNase U2,  in 
order to remove a presumably misfolded fraction of the protein with an apparent Trp fluorescence. 
However,  now  the  production  of H101Q  in  identical  conditions  rendered  only  a  protein  fraction 
unable to bind to the affinity column. The 2’,5’‐ADP ligand should still be recognized if the active site 
geometric arrangement was being preserved in the mutant. In fact, substitution of the equivalent His 








Cysteine  pairing  isomerism  involving  Cys  residues  1,  54,  55  and  96  has  been  invoked  to 
explain the presence of a misfolded wild‐type RNase U2 fraction within the extracellular media of P. 
pastoris cells harboring the pPICZαU2 plasmid [4,21]. Given the result obtained upon purification of 








acid  sequences  (data  not  shown).  Furthermore,  both  protein mutants  isolated  were  purified  to 
electrophoretic homogeneity (Fig. 2). RNase U2 does not bind SDS under the SDS‐PAGE conditions, 
its  electrophoretic mobility  being  only  determined  by  its  electrostatic  charge  and  hydrodynamic 
properties. Accordingly, the C1/54S mutant, lacking one disulfide bridge, exhibited a lower mobility 
when applied under non‐reducing  conditions  (Fig. 3),  suggesting a more  relaxed  conformation.  In 
both  cases  studied  the presence of  a predominant  immunoreactive band was  evident  confirming 
that a protein with  the RNase U2 polypeptide primary  structure was  the main  component  in  the 
purified preparations (Fig. 2). 
Figure 2. Electrophoretic analysis. (A) SDS‐PAGE and (B) 
Western blot of wild  type RNase U2  (1) and  its C1/54S 
(2) and H101Q  (3) mutants. All  samples were boiled  in 
the presence of 5.0 % β‐mercaptoethanol before being 
loaded onto the gel. 
Figure 3.  (A) SDS‐PAGE and  (B)  zymogram against poly 
(A), at pH 4.5, of wild type RNase U2 (1) and its C1/54S 
(2) and H101Q  (3) mutants. Prior  to be applied on  the 
gel,  all  samples were  boiled  but  in  the  absence  of  β‐
mercaptoethanol.  (C)  Biotinylated‐Con  A  staining  of  a 
Western  blot where  the  equivalent  samples  had  been 
electrotransferred.  In  this  case,  samples were  reduced 
with 5.0% β‐mercaptoethanol before being loaded onto 
the  polyacrylamide  gel.  The  first  line  on  the  left 




In wild‐type  RNase U2,  Cys 1  impairs  proper  proteolytic  processing  of  the  yeast  α‐factor 
signal peptide artificially fused to the RNase U2 sequence when produced in P. pastoris (Fig. 4). This 
fact explains why  the  recombinant wild‐type protein still  retains six amino acids belonging  to  that 
signal peptide  (Fig. 4 and Table 2) [16,18]. Amino‐terminal sequencing revealed the presence of at 
least  three different  sequences  for  the H101Q  sample  (Table 2),  corresponding  to  three different 
sites of signal‐peptide proteolytic processing (Fig. 4), and confirming the inefficiency of this cleavage 
which  is  indeed  heterogeneous  for  this mutant. On  the  other  hand,  substitution  of  Cys 1  by  Ser 
rendered  a  protein  with  a  single  amino‐terminal  sequence  (Table  2)  corresponding  to  a  more 
efficient signal‐peptide cleavage. Thus, only two extra residues remain  in the C1/54S mutant when 
compared  to  the  natural mature  protein  (Fig.  3).  These  observations were  further  confirmed  by 
MALDI‐TOF  analyses  (Fig.  5).  The  results  obtained matched  the molecular mass  expected  for  the 
C1/54S  protein while  they were  higher  and more  heterogeneous  for  the  other mutant  (Fig.  5), 
suggesting  the presence of posttranslational modifications  for  the H101Q RNase U2 as well as  the 





glycosylation  (Fig.  3) while  the wild‐type  and  the  C1/54S  variant were  not modified  in  identical 
culture conditions. Interestingly, the substituted His 101 is flanked by two Thr residues (Thr 100 and 





variant  were  indistinguishable  (Fig.  6),  while  the  H101Q  mutant  displayed  a  much  different 
spectrum, consistent with high content of random secondary structure (Fig. 6).  
One of  the most distinct  spectral  features of RNase U2  is  the  low  fluorescence  emission 




Figure  4.  Scheme  showing  the 
different  signal  peptide  cleavage 
processing  sites  found  for  the 
different  recombinant  proteins 









In  summary,  the  structural  characterization  revealed  that  the  C1/54S  mutant  protein, 
capable of binding to the 2’,5’‐ADP‐Sepharose, exhibited the wild‐type native conformation but with 
a much reduced thermostability and a shorter amino‐terminal remain of the artificially fused signal 
peptide.  On  the  other  hand,  the  H101Q  variant  was  not  retained  by  the  affinity  column  and 
displayed  structural  and  spectroscopic  features  that were not  compatible with  the natural  fungal 
RNase U2 native conformation. 
Figure 5. Maldi‐TOF analyses of wild‐type 
RNase  U2  and  its  mutants  C1/54S  and 
H101Q. 
Figure  6.  Spectroscopic  characterization.  (A)  Far‐UV 
circular dichroism spectra of wild‐type  (    ), C1/54S  (    ), 
and H101Q  (    )  recombinant  versions of RNase U2  (B) 
Thermal  denaturation  profiles  at  pH  4.5  for wild‐type 
RNase  U2  (black)  and  its  mutant  C1/54S  (grey) 
measured by  recording  the ellipticity change at 220nm 














role of general acid during  the  transphosphorylation  step  leading  to RNA  cleavage. Unexpectedly, 
mutation of this residue by Gln strongly supports the major conclusion that this residue is essential 
for proper protein  folding upon production  in P. pastoris. On  the other hand,  the non‐conserved 
disulfide bond very  clearly  influences  the  stability of  the protein,  since  its elimination  results  in a 
native  and  fully  active  but  less  stable  mutant  RNase  U2,  as  evidenced  by  the  thermostability 
experiments. However,  the  presence  of  Cys 1  leads  to  a  deficient  removal  of  the  yeast  α–factor 
signal peptide used to  induce  its secretion to the extracellular medium. Both Cys 1 and 54 do also 
seem to allow a percentage of incorrect disulfide bridges arrangement resulting in the production of 
a  significant  amount  of wild‐type  protein molecules  exhibiting  a  non‐native  folding  pattern  and 
therefore unable to bind to the affinity column employed for their purification. 
Figure  7.  Fluorescence  emission  spectra  of 
wild‐type RNase U2 and the mutants C1/54S 
and H101Q. All  spectra were  recorded using 
proteins  with  identical  280  nm‐absorbance 
values.  Spectra  labeled  ‘1’  resulted  from 
excitation at 275 nm and  spectra  labeled  ‘2’ 
from  excitation  at  295  nm  (tryptophan 
contribution). These spectra were normalized 
at  wavelengths  above  380  nm.  Spectra  ‘3’ 
(tyrosine  contribution)  were  calculated  by 
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B1.  La  ruptura  del  lazo  sarcina/ricina  en  el  rRNA  23S  inhibe  la  translocación 
dependiente de EF‐G. 
Las  ribotoxinas  son  potentes  inhibidores de  la  biosíntesis  de  proteínas  y  son  capaces  de 
inactivar  los  ribosomas  de  diversos  organismos  al  hidrolizar  un  único  enlace  fosfodiéster  en  una 
región  del  rRNA  23S  conocida  como  lazo  sarcina/ricina  (SRL).  Esta  región  es  esencial  en  la 
funcionalidad del ribosoma y por eso se encuentra universalmente conservada. El SRL forma parte 
del sitio de interacción de los factores de elongación, EF‐G y EF‐Tu en el caso de las bacterias, con el 
rRNA  de  la  subunidad  mayor  del  ribosoma.  En  cada  ciclo  de  elongación,  en  el  que  la  cadena 
polipeptídica aumenta en un aminoácido, ocurren tres etapas. En  la primera, EF‐Tu•GTP  forma un 
complejo  ternario  con  un  aminoacil‐tRNA,  que  se  une  al  ribosoma.  Al  reconocerse  un  codón 
adecuado el factor de elongación hidroliza el GTP colocándose el aminoacil‐tRNA en el sitio A. En la 
segunda, se produce la reacción peptidil transferasa, quedando un tRNA desacilado en el sitio P y la 
cadena  peptídica  creciente, unida  a  otro  tRNA,  en  el  sitio A.  La  última  etapa  de  cada  ciclo  es  la 
translocación, catalizada por el EF‐G, en  la que el  tRNA desacilado y el peptidil‐tRNA,  junto con el 
mRNA, se desplazan para comenzar un nuevo ciclo, hasta  los sitios E y P, respectivamente. En este 
trabajo  se  ha  observado  que  la  ruptura  del  SRL  por  parte  de  la  α‐sarcina  provoca  un  efecto 
moderado  en  la unión del  complejo  ternario  al  ribosoma pero  reduce  la unión del EF‐G  e  inhibe 
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Ribotoxins  are potent  inhibitors of protein biosynthesis  and  inactivate  ribosomes  from  a 
variety  of  organisms.    The  ribotoxin  α‐sarcin  cleaves  the  large  23S  ribosomal  RNA  (rRNA)  at  the 
universally  conserved  sarcin‐ricin  loop  (SRL)  leading  to  complete  inactivation of  the  ribosome and 
cellular death.  The SRL is important for binding translation factors that hydrolyze GTP, but its precise 
role is not yet understood.  We studied the effect of α‐sarcin on defined steps of translation by the 
bacterial  ribosome.    α‐Sarcin‐treated  ribosomes  showed  no  defects  in mRNA  and  tRNA  binding, 
peptide‐bond formation and sparsomycin‐dependent translocation.  Cleavage of SRL slightly affected 
binding of elongation  factor Tu  ternary complex  (EF‐Tu●GTP●tRNA)  to  the  ribosome.    In contrast, 
the  activity  of  elongation  factor  G  (EF‐G)  was  strongly  impaired  in  α‐sarcin‐treated  ribosomes.  
Importantly,  cleavage of SRL  inhibited EF‐G binding, and  consequently GTP hydrolysis and mRNA‐
tRNA translocation.   These results suggest that the SRL  is more critical for binding EF‐G than EF‐Tu 






Ribotoxins  are  a  family of  toxic  extracellular  fungal  ribonucleases  (RNases)  that  exert  an 
exquisite ribonucleolytic activity on the  larger rRNA,  leading to protein synthesis  inhibition and cell 










form  the main  interaction  site  for  EF‐G  and  EF‐Tu with  the  rRNA  in  the  large  ribosomal  subunit 
(Moazed  et  al.  1988; Valle  et  al.  2003a,  2003b).   More  recently,  studies  have  shown  that  E.  coli 
initiation factor 2 (IF2) and release factor 3 (RF3) interact with the same region of the ribosome (La 
Teana et al. 2001; Klaholz et al. 2004).    In general, all these proteins are GTPases that bind to the 
ribosome,  hydrolyze  GTP  and  undergo  conformational  changes  before  dissociating  from  the 
ribosome.   A challenging problem  is  to understand how  the  ribosome  regulates  the association of 
specific factors during defined steps of protein biosynthesis.   
Three  major  steps  occur  during  protein  elongation  (Wintermeyer  et  al.  2004).  First,  a 
ternary complex  formed by EF‐Tu, GTP and the cognate aminoacyl‐tRNA binds to the A site of the 
ribosome carrying either an initiator fMet‐tRNAfMet or peptidyl‐tRNA in P site.  EF‐Tu●GDP dissociates 
from  the  ribosome and  tRNA  is accommodated  into  the A site.    In  the second step,  the  ribosome 
catalyzes  the  peptidyl  transferase  reaction,  resulting  in  a  deacylated  tRNA  at  the  P  site  and  a 
peptidyl‐tRNA at the A site. The cycle is completed by the translocation of the tRNAs‐mRNA complex 
catalyzed by  EF‐G.   After  translocation  and  release of  EF‐G,  the  ribosome  repeats  the  elongation 
cycle  until  a  stop  codon  is  encountered.    The  entry  of  a  stop  codon  into  the  A  site  signals  the 
termination of protein synthesis.  
Recent  biochemical  studies  as well  as  structural  information  from  cryo‐EM  images  have 
helped  to  elucidate  the  role  of  EF‐Tu  and  EF‐G.   During  tRNA  selection  by  the  ribosome,  codon 
recognition  triggers GTP hydrolysis by EF‐Tu  that catalyzes  the accommodation of  tRNA  into  the A 
site (Pape et al. 1999).  Interestingly, GTP hydrolysis by EF‐G is not directly coupled to the movement 
of the tRNAs and mRNA (Rodnina et al. 1997).    In this case, GTP‐hydrolysis  induces conformational 
changes  in the ribosome, called “unlocking”, that allow the disruption of the  interactions between 
the A site tRNA and the 30S subunit decoding center promoting a rapid translocation of the mRNA‐






is still not clear.   Since the SRL  interacts  intimately with the GTPase domain of EF‐Tu and EF‐G,  it  is 
likely to play a crucial role during GTP hydrolysis  (Moazed et al. 1988; Connell et al. 2007). 
Interestingly,  Nierhaus  and  co‐workers  showed  that  cleavage  of  the  SRL  by  ‐sarcin 
modestly affected the binding of EF‐Tu ternary complex, while the binding of EF‐G and translocation 
were  strongly  inhibited  (Hausner et al. 1987).    In  this  study, however,  just more  than 50% of  the 
ribosomes were estimated to be cleaved by α‐sarcin and it was not possible to directly correlate the 
ribosomal activity with the extent of cleavage.  Furthermore, recent studies suggest that the SRL may 
participate  in additional steps catalyzed by EF‐G and EF‐Tu.   For example, G2655C mutation  in the 
SRL which was lethal and strongly inhibited translocation, only moderately affected binding of EF‐G 
and  GTPase  activity  (Leonov  et  al.  2003).    Additionally,  a  single‐molecule  study  showed  that 
ribosomes  treated with  the α‐sarcin homolog, restrictocin, were able  to bind  ternary complex and 
progress up to the GTPase‐activated state (Blanchard et al. 2004).  Thus, in some instances, EF‐G and 
EF‐Tu can bind to the ribosome with an inactive SRL.   
In order  to  further explore  the  importance of  the  SRL  for  the elongation  step of protein 
synthesis, we  cleaved  the  SRL with  α‐sarcin.    Conditions were  optimized  to  get  a more  uniform 
extent  of  cleavage  by  α‐sarcin  and  the  level  of  cleavage  was  quantitated  precisely  by  primer 
extension analysis.   Consistent with  the earlier  study  (Hausner et al. 1987), our  results  show  that 
cleavage of the SRL has modest effects on ternary complex binding, while more significantly affecting 
EF‐G  binding,  GTP  hydrolysis  and  translocation.    These  results  suggest  that,  compared  to  EF‐Tu 
ternary complex, EF‐G requires an intact SRL for stably binding to the ribosome.  Interestingly, EF‐G‐







It  is well known  that E. coli ribosomes are  less susceptible  to α‐sarcin cleavage  than  their 







the  standard  polymix  buffer  (buffer  A  in  Figure  1C)  since  this  would  be  the  one  employed  in 
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subsequent  functional  assays  (Bartetzko  and Nierhaus 1988).   Previous  reports  indicated  that  the 
presence  of millimolar  concentrations  of mono  or  divalent  cations  inhibited  the  ribonucleolytic 
activity  of  α‐sarcin  (Endo  et  al.  1983;  Martínez  del  Pozo  et  al.  1989;  Korennykh  et  al.  2006). 
Therefore,  we  tested  polymix  buffer  containing  different  concentration  of  magnesium  and 
polyamines.   We  tested  buffer  A without  polyamines  (buffer  B),  and  decreased  the magnesium 
concentration  to  2  mM  (buffer  C)  or  to  0  mM  (buffer  D)  by  adding  EDTA  (see  Materials  and 
Methods).   We  obtained  75%  specifically  cleaved  ribosomes  in  buffer  C, which  contained  2 mM 
magnesium,  no  polyamines  and  0.3  µM  α‐sarcin.    Increasing  the  α‐sarcin  concentration  or 
completely eliminating magnesium (buffer D)  in the reaction resulted  in additional cleavages other 
than that producing the specific ‐fragment (Figure 1D).  Thus, in our hands the best conditions gave 














cleavage of the SRL caused  loss of ribosomal proteins.   This was accomplished by  filtering α‐sarcin 
treated ribosomes to separate possible unbound ribosomal proteins. The filtered fractions were then 
analyzed  by  SDS‐PAGE  (Figure  2A).    Both  untreated  control  ribosomes  and  α‐sarcin  treated 
ribosomes showed similar  levels of ribosomal proteins  indicating no significant  loss of proteins due 
to  cleavage  of  the  SRL.    Although  the  protein  electrophoresis  cannot  resolve  all  the  ribosomal 
proteins, proteins L6, L11 and L14 that bind close to the SRL and are more likely to be affected by the 
action of  α‐sarcin, have molecular weights within  the  resolution  range of  the gel.   These proteins 
were  present  at  similar  levels  in  the  α‐sarcin  treated  ribosomes.    Supporting  this  conclusion,  no 
proteins were found in the filtrate besides α‐sarcin. 
Next, the ability of α‐sarcin treated ribosomes to bind aminoacylated tRNAs to the A site without the 
help  of  EF‐Tu  was  determined.    Ribosomes  programmed  with  a  defined mRNA  and  f‐[35S]Met‐
tRNAfMet  in  the P  site were  incubated with Phe‐tRNAPhe.   The  amount of  f‐[35S]Met‐Phe dipeptide 
formed corresponds to the amount of Phe‐tRNAPhe bound to the A site.   Dipeptides formed by the 
ribosome were separated by electrophoretic TLC (eTLC) and quantitated (Figure 2B).  The extent of 









arrows.    (C) Primer extension analysis of the SRL cleavage after rRNA extraction.   Cleavage of E. coli 
ribosomes  in buffers A  (polymix buffer), B  (A minus polyamines) and C  (B + 6mM EDTA)  for 30 min 
with 0.3 or 3 μM α‐sarcin.   Control reaction without α‐sarcin  is  indicated by (‐).   The arrows  indicate 
the  position  in  the  23S  rRNA  where  the  reverse  transcription  stops.    The  cleavage  efficiency  is 
indicated below the  lanes.   (D) Agarose gel electrophoresis of rRNAs extracted from α‐sarcin‐treated 
ribosomes.   The cleavage reaction was performed  in buffers C and D (B + 8 mM EDTA) with 0.3 or 3 
μM α‐sarcin and the reaction was  incubated for 0.5 or 1 hour as  indicated above the  lanes.   Control 








assay, which monitors  the synthesis of  the  reporter protein Renilla  luciferase  in a cell‐free system 
(Figure  2C).   When  ribosomes were  treated with  α‐sarcin  before  being  added  to  the  translation 
mixture, 75%  inhibition of  luciferase biosynthesis was observed  in agreement with the efficiency of 
the cleavage. The addition of α‐sarcin to the translation mixture without previous inactivation of the 
ribosomes did not affect  the  reaction  indicating  that  the  final concentration of α‐sarcin employed 
showed no degradation of rRNAs, mRNAs and tRNAs. 
 
Figure  2.  Effect  of  α‐sarcin  cleavage  on 
ribosome  structure  and  activity.    (A) 
Protein profile of untreated control (‐) and 
α‐sarcin‐treated  (+)  ribosomes.    Proteins 
bound  to  the  ribosome  (bound) and  free 
in  solution  (unbound) were  separated by 
filtration  and  analyzed  by  SDS‐PAGE.  
Position  of  α‐sarcin  (17,000  Da)  is 
indicated  by  the  arrow.   MW  represents 
protein standards from 250 to 10 KDa.  (B) 
Non‐enzymatic  binding  of  tRNA  and 
peptidyl transferase reaction. Time course 
of  dipeptide  formation with  untreated  (‐ 
Sarcin) and α‐sarcin‐treated  ribosomes  (+ 
Sarcin).   The products were separated by 
electrophoretic  TLC  and  the  dipeptide 
formed  (fMet‐Phe)  is  indicated  by  the 





α‐sarcin  (open  squares).    A  control 
reaction  with  α‐sarcin  added  to  the 
translation  mixture  was  performed  for 
any  non‐specific  activity  (closed  circles).  
In addition, a reaction without ribosomes 





A  previous  study  showed  that  cleaving  the  SRL  did  not  affect  the  initial  binding  of  the 
ternary  complex  to  the  ribosome  but  stalled  the  accommodation  of  the  tRNA  into  the  A  site 
(Blanchard  et  al.  2004).   We  tested  binding  of  the  ternary  complex  to  the  ribosome  using  the 
dipeptide assay described above (Figure 3A).  In order to ensure EF‐Tu‐dependent tRNA binding, a 3‐
fold molar excess of EF‐Tu over Phe‐tRNAPhe was used and the reaction was allowed to proceed for a 
short  time  (30 seconds).   This permited discrimination of  the EF‐Tu‐dependent  tRNA binding  from 
the much slower EF‐Tu‐independent tRNA binding.   α‐Sarcin‐treated ribosomes showed about 35% 
activity compared to the untreated control ribosomes  (after subtracting 25% background  from the 
intact ribosomes  in the α‐sarcin reaction).   This  indicated that cleavage of the SRL partially allowed 
ternary complex  functionality although  it was possible  that  the  rates of  tRNA accommodation and 




stabilize  the binding,  a non‐hydrolyzable GTP  analog  (GDPNP) or  an  inactive EF‐Tu mutant  (EF‐Tu 
H84A)  (Daviter  et  al.  2003) were  used  in  the  binding  assay.    EF‐Tu  bound  to  the  ribosome was 






tRNAPhe  to  the  A  site  and  peptide  bond  formation  analyzed  by  electrophoretic  TLC.    Untreated 
control  ribosomes  (‐ Sarcin) and  α‐sarcin‐treated  ribosomes  (+ Sarcin) were  incubated with EF‐Tu 
ternary complex for the indicated time.  The dipeptide formed (fMet‐Phe) is indicated by the arrow.  
Normalized value of dipeptide  formed  is  indicated below  the  lanes.    (B) Binding of EF‐Tu  ternary 
complex to ribosomes analyzed by filtration and SDS‐PAGE.  WT or H84A mutant EF‐Tu was bound to 
the ribosome in the presence of GTP or GDPNP and kirromycin.  Control untreated ribosomes and α‐







The  effect  of  cleaving  the  SRL with  α‐sarcin  on  EF‐G‐dependent  translocation was  next 
analyzed.  Pre‐translocation complexes were formed with either deacylated or aminoacylated tRNAs 




ribosomes  translocated  efficiently,  in  contrast,  α‐sarcin‐treated  ribosomes  translocated  poorly 
(Figure  4A).    The  background  translocation  observed  could  be  attributed  to  the  small  amount  of 
intact ribosomes present after α‐sarcin treatment.  Consistent with this idea, increasing the amount 















Figure  4.  EF‐G‐dependent  translocation.    (A)  Toeprinting  analysis  of  translocation.    Untreated 
control  ribosomes  (‐ Sarcin) and α‐sarcin‐treated  ribosomes  (+ Sarcin) were  incubated with mRNA 
and  either  deacylated  tRNAs  (deacyl‐tRNAs)  or  aminoacylated  tRNAs  (aa‐tRNAs)  to  form  pre‐
translocation complexes.   Lanes: P, ribosome with  tRNAfMet  in P site; A, pre‐translocation complex 
with  tRNAfMet  in  the P and  tRNAPhe  in  the A  site; Post, post‐translocation  complex  formed by  the 
addition of  EF‐G‐GTP  to  the pre‐translocation  complex.    The  toeprints  corresponding  to  the pre‐
translocation complex (Pre) and the post‐translocation complex (Post) are indicated by the arrows.  









EF‐G  (upper  panel)  or  sparsomycin  (lower  panel),  analyzed  by  toeprinting.    Pre‐  and  post‐
translocation toeprint bands are  indicated by arrows. –  lane, no EF‐G or sparsomycin added; – 
Sarcin, untreated ribosomes; + Sarcin, α‐sarcin‐treated ribosomes.  (B) Graphical representation 
of  data  in  (A).    Data  were  normalized  to  the  maximum  translocation  value  for  untreated 
ribosomes. Open circles, untreated  ribosomes; closed circles,  ribosomes  treated with α‐sarcin.  
Left panel, EF‐G‐dependent translocation; right panel, sparsomycin‐dependent translocation. 
We  corroborated  this  result  with  another,  fluorescence‐based,  assay  to  monitor  EF‐G‐
dependent translocation (Studer et al. 2003).  In this assay, translocation of the mRNA‐tRNA complex 
causes a decrease in fluorescence intensity of the pyrene probe attached to the 3’ end of a synthetic 
mRNA.   Again,  α‐sarcin‐treated  ribosomes  showed  only  a  25% decrease  in  fluorescence  intensity 
compared to the untreated control ribosomes in the presence of a large excess of EF‐G (Figure 4B).  
The background fluorescence intensity correlated with the amount of intact ribosomes present after 






same  rate of  translocation as  the untreated  control  ribosomes.    In  contrast, experiments done  in 








Binding  of  EF‐G  to  the  ribosome was  next  tested  using  the  filtration method  described 
above  for  EF‐Tu.    Stable  EF‐G  binding  was  observed  with  GDPNP  and  the  untreated  ribosomes 
(Figure 6A).    In  contrast,  reduced EF‐G binding was observed with  the  α‐sarcin‐treated  ribosomes 




(Figure  6B).    Time  course  experiments were  performed  under multiple  turnover  conditions with 
untreated and  α‐sarcin‐treated  ribosomes mixed with varying concentrations of EF‐G.   The kinetic 
constants were extracted  from  the  study of  the dependence of  initial velocities of GTP hydrolysis 
versus EF‐G concentration of three independent experiments (Saarma et al. 1997; Savelsbergh et al. 




substantial  errors,  especially  in  KM,  a  dramatic  defect  in  GTP  hydrolysis  was  observed  when 
ribosomes were  treated with sarcin  (Figure 6B). This defect  in GTPase activity was consistent with 
the impaired binding of EF‐G to the SRL cleaved ribosomes.   
 
Figure  6.  Interaction  of  EF‐G  with  the 
ribosome.    (A)  Binding  of  EF‐G  to  vacant 
ribosomes  analyzed  by  filtration  and  SDS‐
PAGE.    EF‐G  in  the  presence  of  GTP  or 
GDPNP was used.  (‐), untreated ribosomes; 
(+),  α‐sarcin‐treated  ribosomes.    Total 
indicates  samples  before  separating 
unbound  proteins.    MW  indicates  protein 
standards of 100 and 75 KDa.   The position 
of  EF‐G  and  ribosomal  protein  S1  are 
indicated by arrows.  EF‐G fraction bound to 
ribosomes is indicated below the lanes.  (B) 
Rate  of  GTP  hydrolysis  versus  EF‐G 
concentration.    Open  circles,  untreated 
ribosomes;  closed  circles,  α‐sarcin‐treated 
ribosomes.  Three independent experiments 
were  averaged  and  the  data  fitted  to  a 


















Ribotoxins are an  interesting  family of enzymes due  to  their powerful and deadly activity 
against numerous types of living cells. Besides their ability of reaching the cytoplasm, the ribosome 





conserved SRL as  the  substrate  (Schindler and Davies 1977; Miller and Bodley 1991).    It has been 
proposed  that  the presence of C2666  instead of  the corresponding eukaryotic G at  the equivalent 
SRL position might  explain  the  lower  susceptibility of  E.  coli  ribosomes  against  α‐sarcin  cleavage.  
Previous  studies  with  small  synthetic  oligoribonucleotides  mimicking  the  SRL  sequence  have 
suggested that there are at least two SRL areas that are recognized by this toxin, the GAGA tetraloop 
and the bulged G2655 (Figure 1B),  indicating that the primary determinant for recognition  is, more 
than  the  sequence,  the SRL conformation  (Moazed et al. 1988; Wool et al. 1992; Glück and Wool 
1996; Correll et al. 1999; Pérez‐Cañadillas et al. 2000; Correll et al. 2003; Correll and Swinger 2003).  











‐  Sarcin  0.80 ± 0.12  2.08 ± 0.94  0.38 
+ Sarcin  0.26 ± 0.09  2.90 ± 2.55  0.09 






elements of  the  ribosomal machinery, such as  the proteins L6 and L14,  in order  to access  the SRL 
(García‐Ortega et al. 2002; García‐Mayoral et al. 2005).    In addition, electrostatics has an essential 
role in locating the ribotoxin on the ribosome surface contributing to its high affinity (Korennykh et 
al. 2006).    In  this  study,  relaxed  specificity of  ribotoxins  is observed when  trying  to  improve  their 






contrast,  elongation  factor  related  functions  have  been  observed  to  be  defective  after  ribotoxin 
treatment of different ribosomes.  In general, the binding of either EF‐Tu ternary complex or EF‐G (or 
their  eukaryotic  homologs)  had  been  concluded  as  the  main  defect  in  the  targeted  ribosomes 
(Fernández‐Puentes and Vázquez 1977; Hausner et al. 1987; Brigotti et al. 1989; Miller and Bodley 
1991; Nierhaus et al. 1992).    In a more recent study, a single‐molecule based analysis showed that 
cleavage  of  the  SRL  allowed  initial  binding  and  GTPase  activation  by  EF‐Tu  ternary  complex  but 
blocked  further progress  to  the accommodation step  (Blanchard et al. 2004).   The single‐molecule 
study with EF‐Tu motivated us to examine whether EF‐G can also transiently  interact with the SRL‐
cleaved ribosome and activate GTP hydrolysis.   




al. 2007).   This  is  followed by GTP hydrolysis and  conformational  changes  in  the  ribosome,  called 
“unlocking”, which  allow  the  rapid movement  of  the mRNA‐tRNA  complex  (Katunin  et  al.  2002; 
Savelsberg  et  al.  2003).    After  translocation,  the  ribosome  undergoes  additional  conformational 
changes  called  “relocking”  and  EF‐G‐GDP  dissociates  (Savelsbergh  et  al.  2003).    Even  though  the 
ribosome undergoes extensive structural rearrangements, the SRL maintains its interaction with EF‐G 
in  the pre‐ and post‐translocation state  (Agrawal et al. 1999; Frank and Agrawal 2000; Stark et al. 
2000;  Connell  et  al.  2007).    The  SRL may,  thus,  play  an  important  role  in  stabilizing  the  various 
transition  states of EF‐G during  translocation.    Interestingly,  the  SRL  interacts  intimately with  the 
GTP‐binding domain of EF‐G  implying a more direct role  in catalyzing GTP hydrolysis (Connell et al. 
2007; Taylor et al. 2007).   
We  show  that  cleavage  of  the  SRL  inhibits  EF‐G‐dependent  translocation,  while 
sparsomycin‐dependent translocation is not affected (Figures 4 and 5).  These results are consistent 
with  a  previous  report  that  EF‐G‐dependent  translocation  is  inhibited,  while  spontaneous 
translocation  is  not  (Hausner  et  al.  1987).    Therefore,  the  intrinsic  ability  of  the  ribosome  to 
translocate  tRNAs  is  not  inhibited  by  cleaving  the  SRL.    Moreover,  sparsomycin‐dependent 




in  the  SRL  once  cleaved  do  not  appear  to  have  long  range  effects,  but  mainly  affect  rapid 
translocation catalyzed by EF‐G. 
Our  results  show  that  cleavage  of  the  SRL  significantly  reduces  the  binding  of  EF‐G  and 
inhibits  its GTP hydrolysis activity  (Figure 6).   The strong defect  in GTP hydrolysis corroborates the 















ribosome‐inactivating proteins,  the N‐glycosidases, have been observed  to differentially affect  the 
function of elongation factors  in a eukaryotic system by depurinating a specific base  in the SRL (Xu 
and Liu 2000).  Finally, the antibiotic thiostrepton weakens the interaction of EF‐G with the ribosome 
by  interacting with  the GAC  and  L11  (Rodnina et  al. 1999; Cameron et  al. 2002;  Seo et  al. 2006; 
Harms et al. 2008).   The defect observed with a  cleaved SRL appears very  similar  to  thiostrepton 
suggesting  that  a  network  of  interactions  between GAC,  SRL,  L11  and  EF‐G  are  required  for  the 
stability of EF‐G on the ribosome and for translocation.  In contrast, thiostrepton bound to the GAC 
does not affect  the  initial binding of EF‐Tu  ternary complex  (Blanchard et al. 2004; González et al. 
2007).   
These  differences  in  interaction  of  the  SRL with  EF‐Tu  and  EF‐G may  support  the  idea  that  the 




factor or  the other  is  the distance between  the SRL and  the GAC  (Sergiev et al. 2005).   From our 
results we can conclude that EF‐G binding is more dependent on the SRL conformation than the EF‐









purified  by  sucrose  density  gradient  (Powers  and  Noller  1991).    Phage  T4  gene  32 mRNA  was 
transcribed  by  T7  RNA  polymerase  from  a  linearized  plasmid  containing  the  appropriate  insert. 
mRNA  +9 was purchased  from Dharmacon  and  labeled  at  the  3’‐end with pyrene  succinimide  as 
described  (Studer  et  al.  2003).    EF‐Tu,  EF‐Tu H84A  and  EF‐G were overexpressed  and purified  as 
native forms using the  IMPACT system (New England Biolabs) (Feinberg and Joseph 2006a).   E. coli 
PheRS, MetRS  and Methionyl‐tRNAfMet  formyltransferase were  produced  as  recombinant  proteins 
with His‐tag to facilitate their purification.  Native E. coli tRNAfMet and tRNAPhe were purchased from 
Sigma and aminoacylated and purified as described before (Feinberg and Joseph 2001).  Aspergillus 




Cleavage  of  70S  ribosomes  by  α‐sarcin was  assayed  in  four  different  buffers.    Buffer  A 






concentrations and  time of  incubation were also  tried.   The highest efficiency of  specific cleavage 
without unspecific degradation was obtained when 0.6 μM  isolated 70S ribosomes were  incubated 
with 0.3 μM α‐sarcin during 30 min at 37ºC in buffer C.  These conditions were used for cleaving the 
SRL  in  all  subsequent  experiments  (α‐sarcin‐treated  ribosomes).    Intact  ribosomes  were  also 
incubated without α‐sarcin.  A slightly increase in EDTA concentration from 6 mM (buffer C in Figure 
1D) to 8 mM (buffer D in Figure 1D) made the ribosomes more susceptible to non‐specific cleavage. 





The  integrity  of  α‐sarcin  cleaved  ribosomes,  before  and  after  the  functional  assays was 
assessed by estimating their protein and rRNA content.  The rRNA was phenol extracted and loaded 








The  extent  and  site  of  α‐sarcin  cleavage was  determined  by  primer  extension.  Reverse 



















volume  of  the  reaction  mixture  was  55  μl.    Activated  ribosomes  were  prepared  separately  in 
standard buffer (6 pmols in 20 μl) and then combined with the reaction mixture and transferred to a 
96‐well plate.   α‐Sarcin treatment was performed either before the activation of the ribosomes or 






tRNAfMet was obtained by aminoacylation and  formylation of  tRNAfMet  in  the presence of  [35S]Met.  
Initiation complexes (ribosomes with mRNA and initiator tRNA in P site) were formed by incubating 
activated 70S ribosomes  (0.15 μM  final concentration) with gene 32 mRNA  fragment  (0.3 μM final 
concentration)  for  15 min  at  37°C  followed  by  the  addition  of  f[35S]Met‐tRNAfMet  (0.25  μM  final 
concentration)  and  further  incubation  for  another  20 min.    A‐site was  filled with  Phe‐tRNAPhe  or 
 
119Resultados 








was  neutralized  and  1.5  μl  aliquots  were  analyzed  by  electrophoretic  TLC  as  described  before 
(Feinberg and Joseph 2006b).  The amount of f[35S]Met‐Phe and f[35S]Met were quantitated using a 








and 1 mM GTP  final  concentrations) aliquots were  stopped after 10 min at  room  temperature by 
placing  them on  ice.   The sparsomycin‐induced  translocation was performed according  to Fredrick 
and Noller (Fredrick and Noller 2003).  Ribosomes programmed with mRNA301 contained tRNA2
Tyr in 
the  P  site  N‐acetyl‐Phe‐tRNAPhe  in  the  A  site.    Translocation  was  induced  by  adding  0.5  mM 
sparsomycin  (final  concentration).    For  the  time  course  analyses,  aliquots were withdrawn  at  the 




al.  2003).   Activated  ribosomes  (0.25  μM) were  incubated with  a  21  nucleotide  pyrene‐modified 














concentration).    1  μl  samples were  spotted  on  PEI  cellulose  TLC  plates  and  developed  in  0.5 M 
KH2P04  (pH 3.5).  The  amount of 
32Pi  formed was quantitated using  a  PhosphorImager  (Molecular 
Dynamics).   The  initial velocities  (as GTP hydrolyzed/ribosome/sec) were plotted versus each EF‐G 
concentration and fitted to a Michaelis‐Menten equation. The analysis of the data gave kcat, KM and 
kcat/KM  kinetic  constants  of  intact  and  75%  α‐sarcin‐cleaved  ribosomes.    The  parameters  for  a 








Binding  of  EF‐G  and  EF‐Tu  ternary  complex  to  the  ribosome  was  analyzed  by  filtration 
(Wilson  and Nechifor  2004).    For  EF‐G  binding,  activated  ribosomes  (0.2  μM  final  concentration) 
were formed in standard polyamine buffer in 60 μl volume. Then, 20 μL of EF‐G solution (minimum 
of 0.4 μM  final concentration) with GTP or GDPNP  (1 mM  final concentration) were added  to  the 
reaction and incubated for 5 min at room temperature before filtering.  For ternary complex binding, 
initiation complexes were  formed  in 60 μl  final volume  (0.2 μM  ribosomes, 0.4 μM gene 32mRNA 
and 0.4 μM fMet‐tRNAfMet , final concentrations). EF‐Tu (or EF‐Tu H84A) ternary complex was formed 
by  incubating  1.6  μM of  elongation  factor with  4 mM GTP  (or GDPNP)  for  45 min  at  37ºC,  then 
adding 2 μM Phe‐tRNAPhe and incubating again for 15 min at 37ºC. 20 uL of ternary complex (0.4 μM 
final  concentration)  in  the  presence  or  absence  of  the  antibiotic  kirromycin  (25  μM  final 
concentration) were added and incubated for 5 min at room temperature.  Unbound EF‐G or ternary 
complex was removed using 100,000 MWCO Microcon spin filters (Amicon) and washing the samples 
twice with 300  μL of buffer  containing  the  corresponding nucleotide and  antibiotic.   The washed 
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anemófilo  patógeno más  común.  La  parte más  expuesta  al  disolvente  de  su  horquilla  β  amino‐
terminal  (residuos 7‐22) está  implicada en, al menos, un epítopo alergénico. Se puede  considerar 
que  la  α‐sarcina, producida por un hongo no patógeno, A. giganteous, es una variante natural de 
Asp f 1,  pues  ambas  proteínas  presentan  una  identidad  de  secuencia  del  87%  y  una  estructura 
tridimensional  casi  idéntica. Más  de  una  cuarta  parte  de  los  19  residuos  que  las  diferencian  se 
encuentran  en  esa  horquilla  β.  Estudios  previos mostraron  una menor  reactividad  a  IgE  de  los 
mutantes de deleción de Asp f 1 y α‐sarcina, así como de  la propia α‐sarcina silvestre, aunque  los 
epítopos  IgG  se  conservaban,  lo que  convertía a  las  tres moléculas en buenos  candidatos para  la 
diagnosis y las terapias inmunomoduladoras en la hipersensibilidad a Aspergillus.  
 
C1.  Una  variante  de  deleción  del  alérgeno  Asp f 1  provoca  una  inflamación 
alérgica  de  las  vías  respiratorias  atenuada  en  un  modelo  múrido  de 
sensibilización. 
Como  se  ha  mencionado,  la  variante  de  deleción  α‐sarcina  Δ(7‐22)  es  un  prometedor 
candidato para su uso en inmunoterapias de casos de hipersensibilidad a Aspergillus, pues carece de 
actividad  citotóxica  frente  a  células  de  rabdomiosarcoma  humano  y,  además,  presenta  una 
reactividad muy reducida  frente a  las  IgE anti Asp f 1. El primer paso a dar en este sentido es una 
evaluación  in vivo de  sus propiedades hipoalergénicas. Para ello, en este  trabajo  se estableció un 
modelo de ratón sensibilizado frente a Asp f 1, administrando de forma intraperitoneal e intranasal 
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Background: Aspergillus  fumigatus  is  the most prevalent airbone  fungal pathogen, being  the 
ribotoxin Asp f 1 one of  its major allergens. α‐Sarcin  is a natural variant of Asp f 1 produced by the 














characterized by elevated  levels of  total  IgE  in  serum and histological  lesions  in  lung and nostrils. 
These symptoms were greatly reduced when the deletion variant was the protein administered. 







  Aspergillus  fumigatus  is  an  exceptional  fungus  among  microorganisms  in  being  both  a 
primary and opportunistic pathogen as well as an  important source of allergens  [1].  Its ubiquitous 
spores  are  continuously  inhaled  by  humans  leading  to  an  almost  constant  exposure  of  the 
respiratory tract and, therefore, to the possibility of being colonized [2]. This inhalation has adverse 
effects  only  very  rarely  as  the  conidia  are  usually  eliminated  efficiently  by  the  innate  immune 
system. Nevertheless,  immunosuppressive therapies are changing significantly this scenario  leading 
to an  increase of  the onset of pathologic events  involving A.  fumigatus  infections. Perhaps  for all 
these reasons, this microorganism  is now the most prevalent airborne fungal pathogen [2] and the 
etiological  agent  identified  in  80%  of  Aspergillus‐related  diseases,  including  hypersensitivity 
pneumonitis,  allergic  rhinitis,  IgE‐mediated  asthma,  and  the  severe  allergic  bronchopulmonary 
aspergillosis  (ABPA),  as well  as  different  invasive  infections  in  immunocompromised  patients  [1]. 




A.  fumigatus.  Asp f 1,  a  protein  belonging  to  the  ribotoxins  family,  is  one  of  its major  allergens, 
showing prevalence higher than 80% [4,5]. Asp f 1‐specific IgE antibodies are generally found in sera 
from patients sensitized to Aspergillus, but particularly in ABPA patients [1,5‐6]. 







leading  to  cell death  [7]. Based on mutational  studies of  α‐sarcin,  the NH2‐terminal  β‐hairpin has 




had been eliminated  [9], showed a much  lower cytotoxicity and a 50%  reduction of  IgE  reactivity. 
Interestingly, the mutant still maintained the wild‐type three‐dimensional structure [García‐Mayoral 
et al., 2005] and its prevalence in sera from ABPA patients [5]. 
  Currently,  immunotherapy  of  A.  fumigatus  allergy  is  performed  with  allergenic  extracts 
containing up to 200 different allergens, which are difficult to standardize [10]. In addition, the risk 
of anaphylactic side reactions during the treatment cannot be ruled out. These problems could be 
overcome with the use of recombinant allergens with reduced  IgE‐binding capacity  [11‐13].  In this 
regard,  the  deletion  variant  of  ribotoxins  described  above  is  a  promising  molecule  for  use  in 
immunomodulating therapies for Aspergillus hypersensitivity. Taking into account its high sequence 
and three‐dimensional structure identities, altogether with its reduced IgE binding capacity, α‐sarcin 
Δ(7‐22)  can  be  also  considered  as  an  hypoallergenic  variant  of  Asp f 1.  However,  the  in  vivo 
evaluation of such hypoallergenicity is still required to assess this possibility. Therefore, the primary 














E. coli BL21  (DE3) cells cotransformed with a  thioredoxin‐producing plasmid  (pT‐Trx) and  the 



































Fig.  1.  –  (A)  Experimental  protocol. 
Mice  were  sensitized  by 
intraperitoneal  (i.p.) Asp f 1  (1µg) and 
Af extract  (10 µl) on Al(OH)3  followed 
by  intranasal  (i.n.)  challenge    with 
Asp f 1 (1, 5 or 10 µg) or α‐sarcin Δ(7‐
22)  (1µg)  on  three  consecutive  days. 
After  one  week,  blood  and  serum 
tissues  samples  were  collected.  (B) 
Survival  of mice  treated  according  to 
these  protocols,  expressed  as 
percentage  of  mice  surviving  as  a 
function of  time of  treatment. A  to E 





Antibodies  (Ab)  binding  was  measured  by  ELISA  as  previously  described  [18].  In  order  to 
quantitate Asp f 1 specific antibodies, serum samples were diluted 1:25000 for IgG1, 1:400 for IgG2a, 
and 1:5 for  IgE. Antibody  levels were expressed as optical density (OD) values at 492 nm. Total  IgE 

















specific antibody  levels,  including  IgE,  IgG1 and  IgG2a, as well as by assessing clinical manifestations 
such as histopathological alterations, pilar erecti and weight‐loss. The final strategy tried was based 
on the intraperitoneal co‐administration of recombinant Asp f 1 and Af extract in alum, followed by 
i.n.  challenge with different doses of  recombinant Asp f 1  (C, D,  and  E  groups;  Table 1). Group A 
(non‐treated mice)  and  group  B  (mice  challenged with  PBS)  represent  controls. Mice  in  group  E 





















Lung  tissues were  obtained  from  each  experimental  group,  except  for  group  E,  seven  days 
following  the  last  i.n.  challenge  to  assess  the  effect  of  the  sensitization  protocol  on  airway 
inflammation. Histological examination revealed that Asp f 1 challenge promoted severe perivascular 
and  peribronchial  infiltrations  of  inflammatory  cells  ‐lymphocytes,  neutrophils  and  occasional 
eosinophils  and macrophages‐  in  all  lobes of  lungs,  in  comparison with naïve mice. These effects 
were  even  more  evident  in  mice  of  group  D  where  a  marked  reepithelization  and  fibrosis, 








Fig.  2.  ‐  Total  serum  IgE  levels  in  the 
different  groups  of  sensitized  mice 




B, C, D, and F. Histological examination  revealed numerous  zones of  inflammation  (white arrows) 
and epithelial hyperplasia  (black arrows)  in  lungs  from C and D animals  in  comparison  to  control 
mice (groups A and B). B, bronchium; V, Blood vessel. Fibrosis was especially noteworthy in group D 







compared  to  naïve  mice.  Again,  the  most  severe  effects  were  obtained  in  group  D.  Mucus 








The Δ(7‐22) deletion mutant of α‐sarcin was also  included  in  this study with  the  final goal of 
evaluating its effect on the onset of the allergic sensitization. Thus, mice of group F were intranasally 
challenged with 1 µg of  Δ(7‐22)  α‐sarcin,  the  amount of  recombinant Asp f 1 used  for  animals  in 
group C. No significant effects on total IgE were observed in the mutant challenged mice compare to 
group  C  (Fig.  2). Nevertheless,  i.n.  administration  of  the mutant  decreased  the  perivascular  and 
peribronchial cellular infiltration and inhibited epithelial cell hyperplasia in lung (Fig. 3). With respect 





















events  involved  in Type  I sensitization. The majority of animal models of A. fumigatus sensitization 
have  been  achieved  in mice  by  i.n.  administration  of  crude  extracts  of  the  fungus or with  intact 
organisms, particularly the conidia [20‐22]. Although it has been described that potent sensitization 
occurs  in  absence  of  exogenous  adjuvants  [23],  we  were  not  able  to  sensitize  mice  to  the 
commercially available extract used  in  this study. This could be due  to  the no detectable  levels of 
Asp f 1 in it. On the basis of previous studies [20‐22,24‐26], BALB/c mice were then sensitized by i.p. 




et  al.  [27]  who  observed  that  immunization  of  animals  with  A.  fumigatus  extract  induced  an 
increased level of total serum IgE, but not specific IgE/IgG antibodies. Lung lesions typically consisted 
of perivascular and peribronchial  infiltrates of  inflammatory  cells, emigration of  some eosinophils 
into the  lumen and  in severe cases epithelial hyperplasia. Accumulation of collagen was frequently 





murine model  is not  just the typical  IgE‐dependent response but rather the result of a much more 
complex  interaction  between  the  host  immune  system  and  A.  fumigatus  antigens,  including 
ribotoxins.  The  specific  roles  of  the  individual  allergens  are  still  to  be  clearly  determined.  These 
results suggest that the allergic state induced by Asp f 1/Af extract could result from the cumulative 
effects of various  toxins, esterases and proteases present  in  the extract  that can act as adjuvants, 
perhaps by inducing epithelial damage and allowing normally antigens to bypass the mucosal barrier 
[22,26,31].  In  addition,  it  has  been  shown  that  proteases  preferentially  induce  Th2  responses, 
suggesting  that  they  could  be  skewing  the  response  to  A.  fumigatus  antigens  to  a more  allergic 
phenotype [32, Lamhamedi‐Cherradi et al., 2008]. 




induce  an  IgE  response  in  an  animal model  [33‐3].  Challenge  of mice with  the  α‐sarcin  Δ(7‐22) 
mutant resulted in substantially decrease in lung and nostril lesions when compared to that induced 
by wild  type Asp  f  1,  but  total  IgE  levels  remained  unaffected. Our  data  demonstrated  that  this 
mouse model of A.  fumigatus  sensitization  is  a  suitable  system  for  the  in  vivo  testing  of mutant 
allergens.  Moreover,  these  data  confirmed  the  low  toxicity  and  the  hypoallergenic  character 
suggested previously for the deletion mutant [5]. Obviously, toxicity at higher doses cannot be ruled 
out and therefore must be explored further in the near future. However, the good correlation of in 
vivo  and  in  vitro  experiments  allows  us  to  consider  the  α‐sarcin  Δ(7‐22) mutant  as  a  reasonable 
vaccine candidate. 
  In summary, a mouse model of A. fumigatus sensitization has been established. Despite of 
its  limitations,  this  in  vivo  model  has  provided  valuable  information  for  preclinical  testing  of 
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considerada  GRAS  (generally  regarded  as  safe),  ideal  como  vehículo  para  la  administración  de 
fármacos o vacunas en nuestro tracto digestivo. Con esta idea en mente, se obtuvieron cepas de L. 
lactis capaces de producir y secretar el alérgeno Asp f 1 y las tres variantes con afinidad reducida por 
IgE:  la α‐sarcina  silvestre y ambos mutantes de deleción. Además,  se  incluyó un mutante de  la α‐
sarcina sin actividad  ribonucleolítica y por  tanto no citotóxico: α‐sarcina H137Q. Con un medio de 
cultivo  tamponado,  las  proteínas  se  secretan  al  medio  extracelular  en  su  forma  nativa,  pues 
presentan actividad ribonucleolítica, salvo el mutante catalítico, obviamente. 






























































desarrollado  ha  permitido  determinar  la  importancia  de  las  interacciones  electrostáticas  que 
establece  esta  horquilla  amino‐terminal  con  el  ribosoma.  La  última  etapa  en  la  acción  de  las 
ribotoxinas es  la actividad ribonucleolítica en sí. Y a este respecto se ha estudiado  la función de  la 
Tyr 48 de la α‐sarcina, un residuo conservado del centro activo.  
En  la  célula  atacada  por  una  ribotoxina,  se  produce  una  inhibición  de  la  biosíntesis  de 
proteínas que provoca  irremediablemente un proceso apoptótico. También se ha analizado, a nivel 




los  principales  alérgenos  de  Aspergillus  fumigatus,  Asp f 1,  perteneciente  a  la  familia  de  las 









Dentro  del  amplio  grupo  de  RNasas  microbianas  extracelulares  al  que  pertenecen,  las 
ribotoxinas destacan por  su mayor  tamaño  (alrededor de 40 aminoácidos más que  las RNasas no 
tóxicas), su basicidad y su citotoxicidad. Este carácter citotóxico es el resultado de la conjunción de 
su elevada especificidad de acción ribonucleolítica y su capacidad para interaccionar con membranas 
(Lacadena  et  al.,  2007;  Herrero‐Galán  et  al.,  2008a).  Desde  un  punto  de  vista  estructural,  las 
principales diferencias con respecto a  las RNasas del tipo T1 radican en  la  longitud y ordenamiento 
del extremo amino‐terminal y de los bucles de estructura aperiódica que conectan los elementos de 
estructura  secundaria  ordenada,  aspectos  que  son  consecuentemente  considerados  como 
determinantes  de  la  actividad  característica  de  las  ribotoxinas.  Durante  años  se  ha  estudiado  la 
implicación  de  estos  bucles  en  los  procesos  que  confieren  a  las  ribotoxinas  sus  características 
diferenciales, esto es,  la  capacidad de  interacción  con membranas  fosfolipídicas y  la especificidad 
frente al ribosoma. En todos los casos, los resultados han apuntado principalmente a dos zonas de la 
α‐sarcina, el bucle 2 y la horquilla β amino‐terminal. Precisamente, aunque existe un elevado grado 






implicadas en  la  interacción con  lípidos  (Figura 5b, página 15), aunque esta es una posibilidad que 





En  esta  Tesis  se  ha  estudiado  la  posible  importancia  del  carácter  básico  de  esta  región 
amino‐terminal, pues 5 de  los 16 residuos que  la componen son  lisinas o argininas. La α‐sarcina es 
una  proteína  muy  cargada,  con  un  punto  isoeléctrico  elevado.  El  39%  de  su  superficie  está 
compuesta por cadenas  laterales cargadas y el 26% por cadenas  laterales polares (Pérez‐Cañadillas 
et  al.,  2000). De  hecho,  ya  se  ha  demostrado  en  otras  ribonucleasas  la  importancia  del  carácter 
básico en su citotoxicidad (Di Donato et al., 1994; Vatzaki et al., 1999; Ilinskaya et al., 2002). En las 
ribotoxinas,  la abundancia de  residuos  cargados positivamente  cumple una doble  función pues es 




electrostático  fundamental  en  la  interacción  proteína‐lípido  es  la  inhibición que  se  observa  en  la 
interacción entre α‐sarcina y vesículas de fosfatidil glicerol al aumentar la fuerza iónica (Gasset et al., 
1989). Por otra parte, que  la  α‐sarcina  interaccione específicamente  con  vesículas de  fosfolípidos 
cargadas  negativamente  a  pH  neutro  o  ligeramente  ácido  (Gasset  et  al.,  1989)  probablemente 
explica su especificidad por células transformadas, con una mayor presencia de  fosfolípidos ácidos 
en  la  cara  externa  de  la  membrana  plasmática  (Connor  et  al.,  1989;  Gasset  et  al.,  1989,1990; 
Zachowski, 1993).  
Todos  estos  datos  llevaron  a  plantear  que  el  carácter  básico  de  la  horquilla  β  amino‐
terminal podía ser  fundamental en  la  interacción con  fosfolípidos que se  requiere en  las primeras 
etapas  del  paso  de  la  proteína  a  través  de membranas.  Cuando  la  α‐sarcina  se  encuentra  con 
vesículas lipídicas, interacciona electrostáticamente y mediante uniones hidrofóbicas, provocando la 
agregación de las vesículas seguida de la mezcla de componentes lipídicos resultante de su fusión. En 
las primeras  fases de este proceso  se  forman pequeños agregados de  vesículas, estabilizados por 
interacciones  proteína‐proteína  y  proteína‐vesícula,  que  agregan  y  se  fusionan  dando  lugar  a 
estructuras mucho mayores  (Gasset  et  al.,  1989,1990; Martínez‐Ruíz  et  al.,  2001).  De  los  cinco 
residuos básicos de la horquilla β amino‐terminal, todos excepto la Lys 11 han resultado tener algún 
efecto  en  esa  primera  fase  de  interacción  con  vesículas  de  dimiristoilfosfatidilglicerol  (DMPG).  El 
comportamiento, en cambio, del mutante K11E es muy similar al de  la proteína silvestre  (Figura 9, 
página 84) sugiriendo que este residuo, que además no está conservado dentro de  las ribotoxinas, 
no cumple una función muy  importante en  la unión de  la α‐sarcina a  los fosfolípidos. Al estudiar  la 
agregación de vesículas de DMPG provocada por los otros cuatro residuos estudiados, Lys 14, Lys 17, 
Lys 21 y Arg 22, se observan patrones muy distintos a los de la α‐sarcina nativa (Figura 9, página 84), 
compatibles  con  su  participación  en  la  estabilización  de  esas  interacciones  proteína‐proteína  y 
proteína‐vesícula que provocan la agregación inicial de vesículas. Estos resultados sugieren, además, 
que  estas  interacciones  son,  al menos  en  parte,  de  carácter  electrostático.  Las  diferencias más 
notables  con  la  proteína  silvestre  las muestran  los mutantes  de  Lys 14  y  Lys 21  (Figuras  9  y  10, 
páginas 84 y 85), que se orientan en una misma dirección, ortogonal a Lys 17 y Arg 22 y opuesta a 
Lys 11 (Figura 1, página 79). De hecho, el cambio en esas posiciones de una carga positiva por una 
negativa  provoca  efectos  cualitativamente  distintos  a  los  causados  por  las  mutaciones  en  los 
residuos 17 y 22, pues no sólo retardan  la primera fase  (que equivale a  la formación de pequeños 
agregados de vesículas fosfolipídicas) sino también la segunda (correspondiente a la unión y/o fusión 
de  esos  pequeños  agregados)  (Figura  9,  página  84).  Las  dos  cargas  positivas  orientadas  en  esa 
dirección parecen, por tanto, esenciales en el establecimiento de uniones electrostáticas requeridas 
para la interacción de la α‐sarcina con las membranas fosfolipídicas.  
Como  se  ha  comentado,  parece  que  la  interacción  que  la  α‐sarcina  establece  con  la 
membrana  celular  que  va  a  atravesar  se  forma  principalmente  a  través  de  la  horquilla  β  amino‐
terminal y del bucle 2. Los abundantes residuos básicos de estas regiones están orientados de forma 
que permiten proponer un modelo de unión de la proteína a la membrana como el que muestra la 








Además  de  la  capacidad  para  interaccionar  con  fosfolípidos  y  atravesar  membranas 
celulares, la exquisita especificidad ribonucleolítica de las ribotoxinas es la otra característica que las 
distingue  del  resto  de  las  RNasas  extracelulares  microbianas.  Esta  especificidad  se  debe  a  un 
reconocimiento  sutil  y muy  específico  que  les  permite  degradar  un  único  enlace  fosfodiéster  de 
todos  los presentes en el ribosoma. Obviamente  las ribotoxinas deben reconocer el SRL, donde se 
encuentra este enlace objeto de su acción enzimática, pero también debe de haber otros elementos 
de  reconocimiento,  distantes  espacialmente  del  SRL,  que  interaccionen  con  ellas.  De  nuevo,  el 





con  el  enlace  fosfodiéster  cargado  negativamente  en  los  alrededores  de  la  G  prominente,  el 





cuanto  a movilidad,  basicidad  y  exposición  al  disolvente,  le  confieren  importantes  implicaciones 
funcionales  (Pérez‐Cañadillas  et  al.,  2000).  En  este  sentido,  mediante  la  modelización  del 


















2,  este  elemento  estructural  presenta  características  de  basicidad  y  exposición  al  disolvente  que 
parecen ser claves en su funcionalidad. El mutante de deleción α‐sarcina Δ(7‐22)  (García‐Ortega et 
al., 2001,2002) proporcionó  información muy valiosa en este aspecto. Este mutante, con  la misma 
conformación  que  la  proteína  nativa  y  con  capacidad  para  hidrolizar  específicamente 
oligonucleótidos que mimetizan el SRL, no reconoce al ribosoma como sustrato específico  (García‐




2008).  Para  encontrar  esta  posición  debe  establecer  interacciones  con  distintas  regiones  del 
ribosoma,  no  sólo  con  el  SRL,  pues  la  velocidad  con  la  que  la  α‐sarcina  hidroliza  el  ribosoma 
completo es unas 1000  veces mayor que  la que muestra  con análogos del  SRL  (Korennykh et al., 
2006; Endo et al., 1988). Estas interacciones pueden determinar que, a pesar de que el SRL esté muy 
conservado  tanto en secuencia como en estructura  (García‐Mayoral et al., 2005; Korennykh et al., 
2006),  la eficacia en  la actividad de  la ribotoxina frente a ribosomas de distintas fuentes biológicas 
sea diferente (Schindler y Davies, 1977; Miller y Bodley, 1991). Por ejemplo, es bien conocido que los 
ribosomas de E. coli, y los de los procariotas en general, son menos susceptibles a la acción de la α‐
sarcina  que  ribosomas  de  organismos  eucariotas  (Schindler  y  Davies,  1977;  Endo  y Wool,  1982; 
Hausner  et  al.,  1987).  En  el  trabajo  aquí  presentado  se  ha  tratado  este  aspecto  ya  que  se  ha 
Figura 9. (A) Diagrama de cintas del complejo  restrictocina‐SRL. En el SRL  se muestra en verde el 
tetrabucle GAGA y en amarillo la G prominente. Los bucles L1, L2, L3, L4 y L5 de la restrictocina se 
corresponden  con  la  horquilla  β  amino‐terminal,  y  los  bucles  1,  2,  3  y  4  de  la  α‐sarcina, 






estos  ribosomas,  ya  que  no  sólo  hidroliza  el  enlace  entre  la G2661  y  la  A2662,  sino  también  el 
contiguo en el  lado 3’ (Figura 1, página 108). Esta menor especificidad y eficacia pueden deberse a 
un peor reconocimiento del ribosoma por parte de la α‐sarcina, en lugares distintos, pero próximos, 
al SRL, aunque  tampoco  se pueda descartar que  las  condiciones de  reacción empleadas  se alejen 
tanto  de  las  fisiológicas,  sobre  todo  en  cuanto  a  concentración  de  iones  divalentes,  que  la 
conformación del SRL se esté viendo afectada. 
Volviendo  a  la  horquilla  β  amino‐terminal,  cualquier  comparación  entre  las  distintas 
ribonucleasas  microbianas  extracelulares  (Figura  10)  pone  de  manifiesto  que  es  el  elemento 
estructural más  característico de  las  ribotoxinas. Esta protuberancia que,  como  se ha  comentado, 
puede  ser eliminada  sin distorsionar ni  la estructura global de  la enzima, ni  su actividad  catalítica 
(García‐Mayoral et al., 2004; García‐Ortega et al., 2002), debe de cumplir una función importante. En 





Mediante  la  modelización  de  la  interacción  que  tendría  lugar  entre  la  α‐sarcina  y  el 
ribosoma  de  Haloarcula  marismortui,  se  predijo  que  la  horquilla  participaría  en  interacciones 
específicas mediadas  por  la  proteína  ribosomal  L14  (Figura  5c,  página  15)(García‐Mayoral  et  al., 
2005b) y que las interacciones de carácter electrostático serían importantes en este reconocimiento 
(García‐Mayoral et al., 2005). Al menos este segundo aspecto parece ya probado tras la obtención de 










en  la  interacción con  la proteína  ribosomal L14  (García‐Mayoral et al., 2005b). El hecho de que  la 
lisina 11 sea el único residuo no conservado en  las ribotoxinas conocidas, y que su sustitución por 
Leu (el residuo presente en la restrictocina) no altere su capacidad para reconocer específicamente 
los  ribosomas  (García‐Ortega  et al., 2001) permiten  especular  acerca de  su diferente papel  en  el 
reconocimiento de ribosomas de orígenes distintos. 
Más sorprendente aún  resulta  la observación de que de  los 5 mutantes caracterizados, el 
correspondiente  a  la  Lys 14 mostró  además  un  cambio muy  significativo  a  la  hora  de  reconocer 
sustratos  menos  específicos.  Así,  este  mutante  K14E  se  mostró  capaz  de  degradar  poliC  en 
condiciones en  las que ni  la proteína silvestre, ni ninguno de  los otros cuatro mutantes puntuales 
ensayados son capaces de hacerlo. Desde que se resolvió la estructura tridimensional de la α‐sarcina 
(Pérez‐Cañadillas et al., 2000) se presume que algunas de las interacciones que se establecen entre 
residuos de  la horquilla  y  residuos de  la  lámina  β  central  serían  claves para mantener  la especial 
configuración del centro activo de la α‐sarcina. Sin ir más lejos, parece probado que precisamente la 
interacción electrostática que  se establecería entre  las  cadenas  laterales de  la  Lys 11 y el Glu 140 
sería una de las más importantes en este sentido (Pérez‐Cañadillas et al., 2000). Este mismo Glu 140 
forma,  a  su  vez, un puente de hidrógeno  con el Asp 9, mientras que el  residuo  catalítico His 137 
interacciona con  la Asn 8. Por último, ya hace años que se demostró que  la sustitución de esta Asn 
por Ala rendía un mutante de restrictocina mucho menos específico (Kao y Davies, 2001). Es decir, a 
pesar de  ser un pequeño dominio estructural que  se puede eliminar  sin alterar drásticamente  las 
propiedades de la enzima, la horquilla β amino‐terminal parece estar involucrada en toda una red de 
interacciones que mantienen  su  conformación  en  la  configuración óptima para  su  acción  letal. El 
conjunto de resultados presentado, y muy especialmente el concerniente al mutante K14E de  la α‐
sarcina,  confirmarían  esta  hipótesis.  La  reversión  de  carga  en  esta  posición  tendría  la  suficiente 







lado, mantiene  una  configuración  espacial muy  parecida  a  la  de  todas  las  demás  ribonucleasas 
microbianas  extracelulares  (Figura  4,  página  12)  pero,  por  otro,  reúne  unas  propiedades  muy 
especiales en términos de constante dieléctrica y accesibilidad al disolvente. 
Los residuos clave del centro activo de las ribotoxinas se identificaron por comparación con 









cíclico  la  llevan a cabo  los mismos grupos, pero con  los papeles  intercambiados. Además, hay otra 
histidina,  en  posición  40,  con  un  papel  crítico,  que  asiste  a  la  catálisis  ejercida  por  el  Glu 58, 
probablemente orientando el ataque nucleofílico sobre el fósforo (Steyaert, 1997). En la α‐sarcina, el 
Glu 96, la His 137 y la His 50 son los equivalentes estructurales y funcionales a Glu 58, His 92 e His 40 
de  la RNasa T1  (Lacadena et al., 1999; Martínez‐Ruiz et al., 2001). El centro activo de  la RNasa T1 
contiene  tres aminoácidos más, Tyr 38, Arg 77 y Phe 100, que aunque no están  implicados en  los 
pasos de transferencia de protones contribuyen a la catálisis formando un microambiente dieléctrico 
complementario  en  forma  y  carga  al  estado  de  transición  y  contribuyendo  a  su  óptima 
solvatación/desolvatación (Loverix y Steyaert, 2001). La cadena lateral de la Phe 100 es un elemento 
catalítico  apolar,  que  controla  el  entorno  dieléctrico  estabilizando  las  separaciones  de  carga  que 
aparecen en el estado de transición  (Doumen et al., 1996). Se cree que  la Arg 77  facilita el ataque 
nucleofílico, aunque esto nunca se ha podido probar pues todos los intentos de producir un mutante 











proteína, muy  importante en esa  interacción, pues constituye el núcleo con el que  interacciona  la 
Figura 11. Superposición de la estructura de la lámina β 
central  de  la  RNasa  T1  y  la  α‐sarcina.  También  se 
superponen los residuos que componen el centro activo 
de  ambas.  En  verde  aparecen  los  residuos 
correspondientes  a  la  RNasa  T1  y  en  amarillo,  a  la  α‐










que  en  el  mutante  Y48F  la  tirosina  se  ha  sustituido  por  una  fenilalanina,  un  residuo  aún  más 






poliméricos,  incluyendo  al  sustrato  natural,  el  ribosoma  (Figura  6,  página  73).  En  cambio,  la 
capacidad  para  hidrolizar  enlaces  fosfodiéster  en  general  se  ve  poco  afectada,  pues  la  eficiencia 
catalítica frente a ApA se mantiene muy similar a la de la proteína silvestre (Tabla 2, página 73). En 
resumen,  la Tyr 48 ejerce un papel clave en  la especificidad de  la α‐sarcina. Ya se menciona en  la 
Introducción  que  las  ribonucleasas  que  actúan  frente  a  sustratos  de  RNA  poliméricos  deben 



















la  Tyr 48  los mutantes  exhiben  constantes  catalíticas  sensiblemente menores  a  la  de  la  proteína 






que el resto de proteínas de su  familia  (114  frente a 101‐106) y su  identidad de secuencia con  las 
ribotoxinas  es  del  34%,  lo  que  la  sitúa  a  la  menor  distancia  filogenética  respecto  a  ellas.  Los 
aminoácidos adicionales que la RNasa U2 presenta con respecto a la T1 se localizan principalmente 
en  los bucles externos, siendo algo más  largos  los bucles 2 (44‐59) y 3 (65‐83) y el extremo amino‐
terminal, características que, de nuevo,  la sitúan más cerca de  las ribotoxinas. Por todo esto,  lleva 
años empleándose en nuestro grupo como el mejor modelo comparativo entre las ribotoxinas y las 
RNasas de la familia T1. En cuanto a su mecanismo catalítico, está demostrado que también se trata 










actúa  como  ácido  general  durante  la  formación  del  intermedio  cíclico  en  la  ruptura  del  RNA,  se 
produjo  y  purificó  a  homogeneidad  un mutante  puntual  en  el  que  este  residuo  se  sustituyó  por 
glutamina (Figuras 2 y 3, página 94). Pero  la  información proporcionada por este mutante fue muy 
distinta  a  la esperada. El dato más  interesante es el  sorprendente papel esencial que posee este 
residuo en el plegamiento de  la proteína, papel que no comparten  los residuos equivalentes de  la 




cuanto  a  su mera  función  catalítica.  La  conformación del mutante  se  analizó mediante dicroísmo 
circular  y  emisión  de  fluorescencia,  viéndose  reflejada  por  ambas  técnicas  la  adopción  de  una 
estructura no nativa. El espectro de dicroísmo circular de U2 H101Q tiene una forma completamente 
distinta al correspondiente a  la proteína nativa y perfectamente compatible con un alto contenido 
en  estructura  secundaria  aperiódica.  En  cuanto  a  la  fluorescencia,  el  espectro  de  emisión  de  la 
 
162  Discusión 




estructura nativa éstas  también se encuentran apagadas. Este hecho  recuerda a  lo observado con 
una  fracción que aparece  cuando  se purifica  la proteína  silvestre producida en Pichia pastoris. En 
este  caso,  sólo es una  fracción  la que no  se pliega  correctamente, pudiendo obtenerse en  forma 
nativa alrededor de 1 mg de RNasa U2 silvestre por litro de cultivo (tabla 2, página 92). Sin embargo, 















mismos  residuos de Ser y/o Thr glicosilados  los que  se glicosilan en Pichia pastoris y en  la  fuente 
natural de la proteína. Con todos estos datos, no es extraño que cuando la conformación de la RNasa 
U2 varía al sustituir la His 101 por glutamina la levadura encuentre algún residuo susceptible de unir 
azúcares.  Precisamente,  la His 101  de  la  RNasa U2  está  flanqueada  por  dos  residuos  de  Thr  (en 
posiciones 100 y 102) que podrían pasar de un entorno protegido,  cuando  la proteína está en  su 
conformación nativa, a quedar expuestos a glicosilaciones en el mutante. Esta hipótesis cobra aún 
más sentido si se considera que estos tres residuos forman parte de una hebra β en la que His 101 
estaría hacia el disolvente, expuesta, pues  forma parte del  centro activo, mientras que  las Thr  se 
orientarían  en  la  dirección  opuesta,  mucho  menos  accesibles  (Figura  13).  Otra  posibilidad 
alternativa,  que  también  debe  tenerse  en  cuenta,  sería  que  la  sustitución  de  la His 101  por Gln 
cambiase  sólo  ligeramente  el  entorno  de  las  treoninas  pero  lo  suficiente  como  para  permitir  su 
glicosilación y que esta glicosilación fuese la verdadera causa del mal plegamiento de la proteína.  
Otro efecto  inesperado de  la sustitución de  la His 101 por glutamina fue  la observación de 
que el procesamiento del extremo amino‐terminal se veía afectado. Cuando se expresa la RNasa U2 
silvestre en Pichia pastoris, la estructura terciaria de la proteína y la presencia de un puente disulfuro 




RNasa  U2  al  medio  extracelular.  Concretamente,  se  ve  afectada  la  última  etapa  de  ese 
procesamiento, en la que interviene la proteasa Ste13 eliminando repeticiones de Glu‐Ala (Brake et 
al., 1984). Así,  la RNasa U2 expresada en Pichia pastoris presenta 6 aminoácidos adicionales en el 
extremo  amino‐terminal: Glu‐Ala‐Glu‐Ala‐Glu‐Leu  (Martínez‐Ruiz  et al., 2000; García‐Ortega  et al., 
2005b). Al secuenciar el extremo amino terminal del mutante H101Q se observó que el péptido señal 
tampoco se había eliminado por completo, pero en este caso no se encontró una única secuencia. 
Además  de  los  6  aminoácidos  extra  que  se  encuentran  en  la  proteína  silvestre,  aparecen  dos 
secuencias más, con sólo 5 ó 2 aminoácidos extra (Figura 4, página 95). Probablemente el mutante, 
más  desplegado  que  la  proteína  silvestre,  deja más  accesibles  los  sitios  de  corte  de  la  proteasa, 







hecho,  en muchos  casos,  las  relaciones  filogenéticas  de  las  proteínas  han  sido  determinadas  en 






se  encuentra  en  un  punto  intermedio  entre  las  RNasas  no  tóxicas  de  la  familia  de  la  T1  y  las 
ribotoxinas. Además de estos dos enlaces mencionados  (que  se establecen entre  los  residuos 9 y 
113, y 55 y 96, respectivamente) presenta un tercero con su equivalente en  las RNasas no tóxicas, 
pero no en las ribotoxinas (entre las cisteínas 1 y 54) (Figura 14) (Sato y Uchida, 1975d).  
Figura 13. Diagrama de  la estructura  tridimensional de  la 
RNasa U2 en el que se destaca  la disposición geométrica 




Este  último  puente  disulfuro merece  un  estudio  especial  por  varios motivos.  En  primer 
lugar,  por  ser  el  único  de  los  conservados  en  la  familia  de  la  RNasa  T1  que  no  aparece  en  las 
ribotoxinas.  También  es  interesante  porque  la  existencia  de  una  cisteína  en  posición  1  de  la 
secuencia  primaria  de  la  RNasa  U2  podría  impedir  que  el  extremo  amino  terminal  se  procese 
correctamente cuando se expresa de forma heteróloga en Pichia pastoris (Martínez‐Ruíz et al., 2000; 
García‐Ortega et al., 2005b). Por último,  como  ya  se ha mencionado, al expresar  la RNasa U2 de 
forma  recombinante en Pichia pastoris aparece una  fracción de proteína mal plegada, y existía un 





de  la  RNasa  U2,  en  el  que  faltaba  ese  puente  disulfuro.  Su  expresión  en  Pichia  pastoris,  y  su 










que  la  de  la proteína  silvestre  (Tabla  2,  página  92).  Por  otra  parte,  como  habíamos  esperado,  la 
sustitución de  la cisteína en posición 1 por una  serina permitió que el procesamiento del péptido 
señal  en  Pichia  pastoris  se  produjera  correctamente.  Las  proteasas  que  eliminan  los  últimos 
aminoácidos de ese péptido no encuentran  impedimentos cuando no existe ese puente disulfuro, 
obteniéndose una secuencia primaria de la misma longitud que la de la proteína silvestre. En cuanto 
a  la capacidad enzimática del mutante, no se observan grandes diferencias con  lo medido para  la 
proteína nativa, hecho que concuerda con la equivalencia estructural observada. Lo más llamativo de 
este mutante se observó en el momento de su purificación, en  la que, a diferencia de  la proteína 
silvestre,  no  se  detectó  ninguna  fracción  de  proteína  con  un  plegamiento  no  nativo  y  con 
características espectroscópicas distintas a las nativas, lo que parece confirmar la hipótesis de que el 





IMPLICACIÓN BIOLÓGICA DE  LA ACCIÓN DE  LAS  RIBOTOXINAS 
EN LA FUNCIONALIDAD DEL RIBOSOMA 
Desde que se descubrió a finales de los años 70 la exquisita actividad ribonucleolítica de las 





La  α‐sarcina  se  interna  en  la  célula  mediante  un  mecanismo  de  endocitosis,  en  un 
transporte  independiente de  clatrina en el que pasa por endosomas ácidos  y el aparato de Golgi 
antes de  llegar al  citosol  (Olmo et al., 2001),  siendo el  cruce de  la membrana plasmática el paso 
limitante en la actividad citotóxica de la proteína (Turnay et al., 1993). Ya en el citosol, actúa sobre 




ribotoxina ataca un punto débil del  ribosoma, el  SRL,  con un papel  funcional  tan  importante que 
mutaciones en su secuencia provocan en efectos letales en las células (Macbeth y Wool, 1999; Chan 




En  general,  todos  los  trabajos  en  los  que  se  ha  analizado  el  efecto  del  corte  de  las 
ribotoxinas sobre el ribosoma apuntan como principales consecuencias a una unión deficiente de los 
factores de  elongación  (Fernández‐Puentes  y Vázquez, 1977; Hausner  et  al., 1987; Brigotti  et al., 
1989; Miller y Bodley, 1991; Nierhaus et al., 1992). Y los más recientes, a que la función de EF‐Tu no 
se  ve modificada  sino  únicamente  la  de  EF‐G  (Blanchard  et  al.,  2004),  sugiriendo  que  el  SRL  no 
interacciona de la misma forma con los dos factores de elongación. De hecho, aunque los ribosomas 
tratados con α‐sarcina conservan  la capacidad de unir el complejo ternario (EF‐Tu•GTP•aa‐tRNA) y 
catalizar  la  formación  del  enlace  peptídico  (Figura  3,  página  110),  son  incapaces  de  sufrir  la 




muy  superior  al  descrito  en  los  trabajos  publicados  hasta  la  fecha.  En  los  ribosomas  tratados,  la 
















Gln 10  y  la  Lys 11  de  la  α‐sarcina  por  sendas  Phe,  que  es  el  residuo  que  suele  aparecer  en  esa 
posición  en  los  factores  de  elongación.  Simultáneamente,  y  por  las mismas  razones,  también  se 
sustituirá la Asn 16 por Lys. 
 
9   10  11  12  13  14  15  16  17  18 
D Q K N P K T N K Y  α‐sarcina 
  
S Y F N P K T K K W  Saccharomyces cerevisiae 
S Y F N P K T K K W  Pichia pastoris 
N Y F N P Q T K K W  Aspergillus fumigatus 
N F F D P A T R K W  Arabidopsis thaliana 
N F F N A K T K K W  Spodoptera exigua 
N F Y N Q K T K K N  Xenopus laevi 
R Y F D P A N G K F  Mus musculus 
N F F N A K T K K W  Drosophila melanogaster 









Como  se ha  comentado  repetidamente,  las  ribotoxinas  fueron descubiertas  gracias  a  sus 
propiedades antitumorales y quizás el final más deseable para todo el tiempo que se ha dedicado a 
su  estudio  sea  su  utilización  en  biomedicina.  Dentro  de  esta  perspectiva,  se  contemplan  dos 
posibilidades como las más viables. La más obvia es llegar a una posible terapia antitumoral a partir 
de  las ribotoxinas, previsiblemente utilizando α‐sarcina, que es  la que mejor se conoce. La otra se 
deriva  de  que  otra  ribotoxina, Asp f 1,  constituye  un  alérgeno  principal  de Aspergillus  fumigatus. 
Dado  que  éste  es  el  hongo  responsable  de  la mayor  parte  de  las  infecciones  y  alergias  fúngicas 
causadas  en  humanos,  se  planteó  la  posibilidad  de  usar  las  ribotoxinas,  o  variantes  de  éstas,  en 
diagnosis o terapias inmunomoduladoras para casos de hipersensibilidad a Aspergillus.  
Para poder llegar a utilizar las ribotoxinas en terapias antitumorales es necesario aumentar 
su especificidad por  las células  transformadas y así disminuir su  indeseable efecto tóxico sobre  las 
células  sanas. La principal estrategia en este  sentido es  la producción de  inmunotoxinas, como  se 
explicó  en  la  introducción  de  esta  tesis.  En  lo  que  se  refiere  a  la  porción  inmunológica  de  estas 
moléculas,  los  últimos  esfuerzos  se  han  dirigido  hacia  la  disminución  del  tamaño,  pues  así  se 
simplifica el proceso de producción de la molécula por su mayor estabilidad y además le permite a la 
inmunotoxina  una  mejor  penetración  en  tumores  sólidos  y  una  salida  más  fácil  de  los  vasos 
sanguíneos. Así,  la  segunda generación de  inmunotoxinas utiliza una  cadena  simple que  contiene 
únicamente los dominios variables del anticuerpo, donde reside la capacidad de reconocimiento del 
antígeno  (Brinkmann,  2000;  Kreitman,  2003;  Li  et  al.,  2004).  En  cuanto  a  la  porción  tóxica,  las 
ribotoxinas son prometedores candidatos, precisamente por el profundo conocimiento que se tiene 
de ellas tras años de estudio y, de hecho, se ha dedicado otra Tesis Doctoral a desarrollar esta idea 






Por  otra  parte,  ya  se  lleva  trabajando  varios  años  con  el  fin  de  conseguir  una  posible 
aplicación de las ribotoxinas en el tratamiento y/o prevención de hipersensibilidad a Aspergillus. Una 
de las últimas estrategias que se están investigando para el tratamiento de la alergia y el asma es la 
llamada  inmunoterapia alérgeno‐específica  (SIT: allergen‐specific  immunotherapy). Se basa en que 
una  exposición  continuada  a una molécula  con  capacidad  inmunogénica provoca  la  activación de 
mecanismos  de  tolerancia  que  evitan  el  desarrollo  de  una  respuesta  alérgica.  Alcanzar  esta 
tolerancia  puede  requerir  un  tratamiento  de  varios  días  a  varios  meses,  pero  los  efectos  se 
prolongan  durante  años  (Durham  et  al.,  1999).  Este  tratamiento  es  aún  más  interesante  si  se 
considera que numerosos estudios han probado que también disminuye  la sensibilización a nuevos 
alérgenos  así  como  el  riesgo  de  nuevos  procesos  asmáticos,  pudiendo  emplearse  también  como 




ojos  y  la mucosa bronquial. Además,  aumentan  los niveles de  anticuerpos  IgA  e  IgG4  específicos 
contra el alérgeno, que evitan la unión de las IgE, que a su vez también se ven disminuidas. Por otra 
parte, se activan células T reguladoras, que producen citoquinas que atenúan las respuestas de tipo 
TH2  (Holgate  y  Polosa,  2008;  Larché,  2007).  El  factor  limitante  de  la  SIT  son  las  reacciones 
anafilácticas que los alérgenos administrados pueden producir, con una incidencia del 0.1 al 5.0 % de 
los casos  (Williams et al., 2004). Para disminuir estos efectos secundarios se trabaja con alérgenos 
modificados  químicamente  (alergoides)  (Lund  et  al.,  2007),  con  péptidos  derivados  de  alérgenos 




con  Aspergillus  es  usar  alérgenos  purificados  obtenidos  de  forma  recombinante  (Crameri  et  al., 
1998; Kurup et al., 2006) en lugar de la práctica más común actualmente, el empleo de extractos de 
A. fumigatus sin estandarizar y constituidos por una variedad grandísima de compuestos (Piechura et 
al., 1983) que  llevan a diagnósticos  incompletos e  incluso erróneos. Así, en un diagnóstico  ideal no 
sólo se conoce la fuente alergénica que provoca la hipersensibilidad sino exactamente las moléculas 
a  las  que  cada  determinado  individuo  es  sensible.  De  esta  forma  se  posibilita  desarrollar 
tratamientos personalizados, más eficaces y seguros. La expresión heteróloga del alérgeno Asp f 1 en 




La  aceptación  de  una  molécula  como  hipoalergénica  requiere  de  un  gran  número  de 
estudios  tanto  a  nivel molecular  como  celular.  La  primera  aproximación,  a  nivel molecular,  con 
resultados prometedores, surgió al estudiar a  la α‐sarcina como variante natural de Asp f 1, y a  los 
mutantes  de  deleción  de  la  horquilla  amino‐terminal  de  ambas  ribotoxinas  (García‐Ortega  et  al., 
2005a). Las características de esta  región, polar, protuberante y con una estructura  relativamente 




Considerando  que  este  mutante  de  deleción  carece  casi  por  completo  de  actividad  citotóxica 
(García‐Ortega  et al., 2002),  sus posibilidades para  ser usada en  aplicaciones  clínicas aumentaron 
notablemente. En esta Tesis se ha dado un paso más en el  largo camino necesario para  llegar a un 
uso  clínico,  la  evaluación  in  vivo  de  la  aparente  hipoalergenicidad  de  α‐sarcina  Δ(7‐22)  (Álvarez‐
García et al., 2009). 
Para comparar  la alergenicidad  in vivo del mutante α‐sarcina Δ(7‐22) con  la de Asp f 1 fue 
necesario  establecer  previamente  un  modelo  múrido  de  sensibilización  a  Asp f 1.  Las  mejores 
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exposición  repetida  de  las  vías  respiratorias,  que  se  consigue  con  un  aerosol  del  alérgeno,  o 
aplicándoselo  de  forma  intranasal  o  intratraqueal  a  los  ratones.  Por  lo  general,  estos  protocolos 
inducen una respuesta  inmune e  inflamatoria en  las vías respiratorias máxima y reproducible (Herz 
et  al.,  2004).  La  administración  a  ratones  BALB/c  de  este  tratamiento  con  Asp f 1  recombinante 
purificada no provocó ningún tipo de respuesta inmunológica. Tampoco lo hizo la administración de 
una  suspensión  de A.  fumigatus  obtenida  a  partir  de  un  preparado  comercial  del  hongo.  Sólo  la 
administración de una mezcla con ambos componentes indujo una respuesta inmune en los ratones, 













del mutante α‐sarcina Δ(7‐22). Para ello, en  la segunda fase de  la sensibilización, en  la que  las vías 
respiratorias se exponen al alérgeno, se administró este mutante en vez de Asp f 1 nativa. Los daños 
histológicos  observados  fueron  notablemente más  leves  que  los  producidos  por  Asp f 1.  En  los 







suero  (Figura  2,  página  133).  A  pesar  de  este  inconveniente,  estos  estudios  in  vivo  han 
proporcionado  resultados  esperanzadores  pues  confirman  la  menor  toxicidad  del  mutante, 
imprescindible  para  su  potencial  uso  clínico,  y  constituyen  nuevas  pruebas  de  su  menor 
alergenicidad. Por  supuesto,  se  requieren estudios más profundos, que  confirmen  la efectividad y 
seguridad de esta molécula para el  tratamiento de pacientes alérgicos, pero cada vez existen más 
evidencias  de  que  la  α‐sarcina  Δ(7‐22)  es  un  firme  candidato  a  ser  usado  como  molécula 










una  respuesta  inmune  en  las mucosas  del  tracto  digestivo.  En  cambio,  presenta  las  dificultades 
derivadas de  las numerosas barreras que  supone  el  tracto digestivo,  lo que obliga  a proteger de 
alguna  forma  el  fármaco  (Lavelle  and  O'Hagan,  2006).  Con  este  objetivo,  se  han  desarrollado 
distintos sistemas, entre  los que se encuentran  los biofármacos  (del  inglés “biodrugs”), que hacen 
referencia a la manipulación genética de los microorganismos apropiados para la producción in vivo 
de fármacos (Steider et al., 2000), agentes antimicrobiales (Beninati et al., 2000) y vacunas (Shaw et 
al.,  2000),  así  como  para  la  inducción  de  tolerancia  en  enfermedades  autoinmunes  o  alérgicas 
(Maassen et al., 1999). El desarrollo de herramientas de ingeniería genética llevó hace tiempo al uso 
de  microorganismos  modificados  genéticamente  para  producir  fármacos  a  gran  escala  en 
biorreactores  (Primrose,  1986).  Hace  pocos  años  ha  surgido  esta  extensión  innovadora,  la 
producción  del  fármaco  directamente  en  el  aparato  digestivo  del  receptor  por  la  ingestión  de 







láctico  al  fermentar  azúcares,  se han  empleado desde hace  siglos  en  la producción de productos 
lácteos,  lo  que  ya  da  idea  de  su  inocuidad.  Poseen  el  estatus  de  G.R.A.S.  (del  inglés  “generally 
regarded  as  safe”)  y,  además,  algunas  cepas  ejercen  efectos  probióticos  (Foligne  et  al.,  2007; 












Por  supuesto, no debe descartarse  la posibilidad de utilizar  también  las cepas de L.  lactis 
recombinantes que se han obtenido para hacer llegar la α‐sarcina silvestre a tumores localizados en 
el tubo digestivo, más concretamente, en el colon. Según un informe de la Organización Mundial de 
la  Salud de  julio  de 2008  el  cáncer  colorrectal  causó  677000 muertes  en  2007  siendo,  tras  el de 
mama y pulmón, el tercer cáncer más frecuente en el mundo, y el segundo, si sólo consideramos los 
que  llegan  a  producir  la  muerte  del  paciente.  La  posibilidad  de  usar  α‐sarcina  como  agente 
antitumoral vuelve a ser contemplada en este contexto, pues quizás este sistema de administración 
solvente los problemas de citotoxicidad inespecífica de las ribotoxinas. Por un lado, L. lactis se dirige 
únicamente al  tubo digestivo y allí secreta  la α‐sarcina, sobre  todo en  los últimos  tramos de éste, 
donde el pH es más alto (Figura 2, página 145). En el estómago y las primeras porciones del intestino, 
la supervivencia de L.  lactis es baja, como ya se ha comentado, pero además el pH ácido de estas 
regiones  inhibe  la  secreción  de  α‐sarcina  y  provocaría  la  inactivación  de  la  poca  que  se  pudiera 




esta  administración  se  analizó  en  ratones  sanos. Durante 14 días  consecutivos  se  administró una 
suspensión  de  L.  lactis  productor  de  α‐sarcina  por  vía  intragástrica  a  ratones  BALB/c.  El  análisis 
histológico  reveló  que  las  características  de  su  tubo  digestivo  fueron  idénticas  a  las  de  ratones 
control no tratados (Figura 3, página 146), sugiriendo que es posible un tratamiento continuado sin 
efectos  deletéreos  sobre  los  ratones.  Resta,  por  tanto,  evaluar  directamente  este  sistema  en  el 
tratamiento de  tumores  gastrointestinales  y para  ello  lo  ideal  es usar  un modelo  animal  de  esta 
patología.  El  cáncer  colorrectal  es  tan  frecuente  en  humanos  que  el  número  de  estos modelos 
disponibles, sobre todo en ratón, es muy alto. Entre todos ellos, resulta muy adecuado un modelo 
genético  de  ratones  de  la  cepa  C56BL/6J  en  el  que  la mutación  APCMin,  autosómica  dominante, 
predispone a  los  ratones a desarrollar adenomas en el  tracto  intestinal. Los  ratones heterocigotos 
para esta mutación desarrollan a lo largo de todo el intestino más de 50 adenomas que evolucionan 
hasta  tumores  benignos,  sin  capacidad  de  producir metástasis.  Este modelo  resulta,  pues, muy 







La  actividad  antitumoral  de  las  ribotoxinas  provocó  su  descubrimiento  en  los  años  50, 
suscitando  importantes  expectativas  en  cuanto  a  su  potencial  uso  clínico,  pero  su  estudio  se 
abandonó completamente al desvelarse su citotoxicidad inespecífica. Poco tiempo después, y tal vez 
desde un punto de vista más académico, volvieron a resultar interesantes por su exquisita actividad 
ribonucleasa, que  inactiva al ribosoma mediante  la hidrólisis de un único enlace  fosfodiéster entre 
los  más  de  7000  presentes,  y  por  su  capacidad  adicional  de  atravesar  membranas  celulares. 
Paradójicamente,  tras  años  de  estudio  de  sus  características  estructurales,  de  sus  propiedades 




en general, donde  las  ribotoxinas  se  incluyen. También  se ha analizado  si el  carácter básico de  la 
horquilla  β  amino‐terminal  es  determinante  en  su  función  de  reconocimiento  del  ribosoma  y  de 
interacción con fosfolípidos. Y se ha estudiado el efecto de las ribotoxinas sobre la unión y actividad 
de  los  factores  de  elongación  en  el  ribosoma.  Por  último,  se  ha  utilizado  todo  el  conocimiento 
acumulado para plantear dos aproximaciones para el uso de las ribotoxinas en aplicaciones clínicas. 
Por un  lado,  se ha  tratado de evaluar  in  vivo el posible  carácter hipoalergénico de determinados 
mutantes de la ribotoxina Asp f 1, estableciendo previamente un modelo de hipersensibilidad a esta 
proteína en ratón. Por otra parte, se ha propuesto una nueva vía de administración de ribotoxinas o 
variantes de  ellas  al  tubo digestivo,  empleando  la producción heteróloga de una bacteria  láctica, 
Lactococcus lactis.  
En resumen, el trabajo con las ribotoxinas constituye un buen ejemplo de cómo en algunos 
























Las  conclusiones generales que pueden extraerse de  los  resultados presentados en esta Tesis 
Doctoral son: 
‐ La  Tyr 48  de  la  α‐sarcina  es  un  residuo  del  centro  activo  esencial  en  su  especificidad, 
resultando clave en el reconocimiento de sustratos de RNA polimérico. 
‐ La His 101 de  la RNasa U2 es un  residuo  fundamental para el correcto plegamiento de  la 
proteína, al menos cuando se expresa en la levadura Pichia pastoris. 
‐ La eliminación del puente disulfuro que se establece entre  los residuos 1 y 54 de  la RNasa 
U2  permite  su  correcto  procesamiento  postraduccional  y  evita  la  producción  de  formas 
incorrectamente plegadas en P. pastoris. 
‐ Parte de la funcionalidad de la horquilla β amino‐terminal en la citotoxicidad de la α‐sarcina 
reside  en  su  carácter  básico.  Los  residuos  de  Lys  y  Arg  de  esta  horquilla  establecen 
interacciones electrostáticas claves tanto para el reconocimiento del sustrato como para la 
interacción con bicapas de fosfolípidos ácidos. 
‐ La  ruptura  del  SRL  por  parte  de  la  α‐sarcina  dificulta  la  unión  del  complejo  ternario  al 





‐ Utilizando  el  mencionado  modelo,  se  ha  verificado  in  vivo  la  menor  alergenicidad  del 
mutante de deleción α‐sarcina Δ(7‐22) en relación con el alérgeno Asp f 1. 
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